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SE VOCÊ PODE SONHAR,  






Os gliomas constituem um conjunto de cânceres intracranianos mais comuns que 
acometem o Sistema Nervoso Central (SNC), sendo responsáveis por 80% dos 
casos de tumores malignos nessa região. O tipo mais agressivo, denominado de 
glioblastoma (GBM), é caracterizado por progressão rápida, alta resistência à 
radioterapia, quimioterapia, e mau prognóstico. O fenótipo de resistência das células 
tumorais frente a diferentes tratamentos utilizados na atualidade envolve diferentes 
mecanismos celulares, como resistência à apoptose, mecanismo de efluxo de 
drogas, tolerância ao dano e indução de reparo de DNA, que readapta as células ao 
ambiente de estresse. Atualmente para o tratamento de gliomas faz-se o uso de 
medicamentos, como Temozolomida (TMZ), associado a radioterapia, porém esses 
tratamentos não são eficientes deixando um leque de perguntas relacionados ao 
mecanismo de defesa celular e a constante busca por novas alternativas de 
tratamento mais eficientes. Nesse sentido, torna-se relevante o estudo de 
compostos com ação farmacológica adjuvante a quimioterápicos. Nosso estudo 
mostra a ação citotóxica do tratamento de células de glioblastoma humano 
(linhagens U87MG e T98G) com TMZ, Sinvastatina (SVA) e/ou o tratamento 
combinado desses dois compostos. Observamos um aumento na citotoxicidade de 
células U87MG, mostrando que a SVA promove uma ação citotóxica 
potencializadora aos efeitos da TMZ. Já quando os tratamentos foram realizados 
nas células T98G, observamos ação citotóxica somente na condição da combinação 
de TMZ 100 μM/ SVA 1,0 μM. O efeito citotóxico foi acompanhado de aumento da 
porcentagem de células marcadas com Anexina/PI e concomitante aumento na 
expressão de caspase-3, indicando morte celular por apoptose nas duas linhagens. 
O mecanismo de ação intracelular mediado pela combinação de TMZ/SVA promove, 
entre outros aspectos, a inibição da expressão de NF-қβ e concomitante inibição da 
enzima de reparo MGMT, podendo esta ação ser responsável pela sensibilização 
das células de glioblastoma à morte. Ainda, os tratamentos isolados de TMZ e SVA 
inibiram a migração e a invasão das células de GBM e a combinação TMZ 100 μM/ 
SVA 1,0 μM promoveu uma potencialização desse efeito, assim como, levou à 
inibição da atividade de MMP-2 em ambas as linhagens de GBM analisadas e 
inibição da atividade de MMP-9 nas células U87MG.  




Gliomas are a group of common intracranial cancers that affect the Central 
Nervous System (SNC), accounting for 80% of malignant tumors in this region. The 
most aggressive type, called glioblastoma (GBM), is characterized by rapid 
progression, high resistance to radiotherapy, chemotherapy, and poor prognosis. The 
resistance phenotype of tumor cells involves different cellular mechanisms, such as 
resistance to apoptosis, mechanism of drug efflux, tolerance to damage and 
induction of DNA repair, which readapt the cells to the stress environment. Actually, 
for the treatment of gliomas, the chemotherapy drug Temozolomide (TMZ), 
associated with radiotherapy, is used, but this treatment is not efficient leaving a 
range of questions related to the cellular defense mechanism and the constant 
search for new treatment alternatives with more efficient. In this sense, it becomes 
relevant to study compounds with pharmacological action adjuvant to 
chemotherapeutics. Our study shows the cytotoxic action of TMZ, Simvastatin (SVA) 
and / or the combined treatment of these two compounds in human glioblastoma 
cells (U87MG and T98G lines). We observed a increase in the cytotoxicity of U87MG 
cells, showing that SVA promotes a cytotoxic action potentiating the effects of TMZ. 
Already when the treatments were performed in the T98G cells, we observed a more 
pronounced cytotoxic action only with the combination of TMZ 100 μM / SVA 1.0 μM. 
The cytotoxic effect was accompanied by an increase in the percentage of cells 
labeled with Annexin / PI and concomitant increase in caspase-3 expression, 
indicating cell death by apoptosis in the two cell lines. The intracellular mechanism of 
action mediated by the combination of TMZ / SVA promotes, among other aspects, 
the inhibition of NF-қβ and MGMT expression, which may be responsible for the 
sensitization of glioblastoma cells to death. Furthermore, the isolated treatments of 
TMZ and SVA inhibited the migration and invasion of GBM cells and the combination 
of TMZ 100 μM / SVA 1.0 μM promoted a potentiation of this effect, as well as, led to 
the inhibition of MMP-2 activity in both GBM lineages analyzed and inhibition of 
MMP- 9 activity in U87MG cells. 
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Neste trabalho os resultados estão apresentados em formato de artigo 
científico de acordo com as normas do Programa de Pós-Graduação em Ciências – 






Cerca 8,8 milhões de pessoas morrem de câncer anualmente, sendo 
considerado um problema de saúde pública grave, principalmente em países de 
baixa e média renda, onde é estimado mais de 21 milhões de novos casos até o ano 
de 2030 (SIEGEL; MILLER; AHMEDIN, 2017).  
Dentre os tipos de câncer, 2% correspondem ao câncer do Sistema Nervoso 
Central (SNC), considerado o 14º mais frequente em homens e o 15º entre as 
mulheres (NACIONAL; INCA, 2017). Apesar de ser relativamente raro, apresenta um 
alto índice de mortalidade, com uma taxa de sobrevida inferior a 18 meses (RENI et 
al., 2017). 
O glioma é o mais frequente dos tumores do SNC, principalmente entre a faixa 
etária adulta (SANT et al., 2012); (NACIONAL; INCA, [s.d.]), sendo o glioblastoma 
(GBM - grau IV) o mais agressivo (HANAHAN; WEINBERG, 2011). 
O tratamento padrão para este tipo de tumor é a utilização do quimioterápico 
Temozolomida (TMZ), mais radioterapia, que leva a uma maior taxa de 
sobrevivência dos pacientes (STUPP et al., 2009; VAN DER MOST et al., 2009). Seu 
mecanismo de ação envolve a metilação de bases do DNA, nas posições O6 e N7 da 
guanina e N3 da adenina, levando a uma série de quebras no DNA, e consequente 
morte celular por apoptose. Entretanto, a ação de genes de reparo, como a enzima 
O6-metilguanina - DNA metiltransferase (MGMT), que retira o grupo metil da posição 
O6 da guanina, promove sobrevivência celular e, consequentemente contribui para a 
resistência ao tratamento (MALMSTRÖM et al., 2012; WICK et al., 2012; LALEZARI 
et al., 2013; KRISTENSEN et al., 2016). 
Deste modo, torna-se muito interessante avaliar a ação de novos possíveis 
quimioterápicos ou compostos com ação adjuvante, que possam mediar a 
superação desse fenótipo de resistência das células tumorais. 
Dados da literatura mostram que linhagens celulares de glioma que 
apresentam elevada expressão de MGMT não apresentam inibição de crescimento 
com tratamento apenas de TMZ (THOMAS et al., 2017). Porém, um estudo 
avaliando o uso combinado de TMZ e um inibidor da via do mevalonato, o Ácido 
Zoledrônico (ZOL), mostrou que a combinação de TMZ com ZOL foi capaz de 




As estatinas são fármacos antilipêmicos, usados no tratamento da 
hipercolesterolemia e na prevenção da aterosclerose, que atuam na via do 
mevalonato, podendo modular o crescimento, diferenciação e sobrevivência celular 
(SCHAHTER et al.,2005; BARREIRO; FRAGA, 2008; SAITO et al., 2008). Em 
modelo de GBM diversos trabalhos descrevem que a sinvastatina (SVA) apresenta 
um efeito citotóxico, promove inibição da migração, proliferação, e morte celular por 
apoptose, tanto in vitro, como in vivo (BAYAT et al., 2016; BOUTERFA et al., 2002; 
CEMEUS et al., 2008; GABRYS et al., 2008; GAUTHMAN; MANASI; BONGSO, 
2009; GLIEMROTH et al., 2003; JIANG et al., 2004; KOYUTURK; ERSOZ; ALTIOK, 
2004; KUBATKA et al., 2011; OBARA et al., 2002; OLIVEIRA et al., 2018; BELLAS 
et al., 2008; PISANTI et al., 2014 ; RENNE et al., 2014; TAPIA-PÉREZ et al., 2011; 
WU et al., 2009). 
Neste contexto, com o intuito de superar o fenótipo de resistência já 
conhecido em células de GBM, propõe-se avaliar a ação combinada de TMZ e SVA 





















2      OBJETIVO GERAL 
 
Avaliar o mecanismo de ação citotóxico mediado pelo uso combinado do 
quimioterápico Temozolomida (TMZ) e a sinvastatina (SVA) em células de 
glioblastoma humano, com ênfase em duas características de agressividade 
tumoral: resistência tumoral e o potencial migratório e/ou invasivo das células. 
 
2.1  Objetivos específicos 
 
• Avaliar o fenótipo de resistência de células de glioblastoma humano 
frente ao tratamento combinado de Temozolomida e Sinvastatina. 
Para cumprir esse objetivo, os efeitos citotóxicos e a capacidade de indução de 
morte celular promovida pelo uso combinado de TMZ e SVA foram avaliados em 
células de glioblastoma humano (T98G e U87MG), que apresentam um fenótipo 
distinto em relação à responsividade ao quimioterápico padrão. Ainda, a correlação 
entre a citotoxicidade promovida pelo tratamento combinado de TMZ e SVA com o 
fenótipo de resistência tumoral foi avaliado através da modulação da expressão do 
gene de reparo MGMT (maior expressão de MGMT em células T98G e menor 
expressão de MGMT em células U87MG)  e do fator de transcrição nuclear, NF-
қβ/p65.  
 
• Analisar a capacidade invasiva e migratória de células de glioblastoma 
humano em resposta ao tratamento combinado de Temozolomida e 
Sinvastatina. 
Para cumprir esse objetivo, a capacidade invasiva e migratória de células de 
glioblastoma humano (T98G e U87MG) foi avaliada após o tratamento combinado de 
TMZ e SVA. A inibição do fenótipo invasivo foi correlacionado com a expressão e 








3 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 
3.1 CÉLULAS GLIAIS 
 
Os principais componentes do Sistema Nervoso Central (SNC) são os 
neurônios e as células da glia. Uma representação esquemática dos tipos celulares 
encontrados no SNC está indicada na Figura 1. 
Os neurônios participam do processamento de todas as informações 
conscientes e inconscientes do encéfalo e da medula espinal e se comunicam entre 
si por meio de sinapses. (GOMES; TORTELLI; DINIZ, 2013; KREBS, C.; 
WEINBERG, J.; AKESSON, 2013). 
As células da glia são divididas em: 
Astrócitos:  
Os astrócitos são as células gliais mais abundantes no SNC, divididos em 
subtipos que apresentam diferenças em sua morfologia, desenvolvimento, 
metabolismo e fisiologia. São divididos em: astrócitos protoplasmáticos, presentes 
na substância cinzenta; astrócitos fibrosos, presentes na substância branca; 
astrócitos velados, presentes no cerebelo; astrócitos perivasculares e marginais; 
astrócitos interlaminares, e os astrócitos de projeção varicosa, estes últimos 
caracterizados mais recentemente. Tem como principais funções sustentação e 
isolamento dos neurônios, a manutenção dos níveis iônicos do meio extracelular, 
alterados com a descarga de potenciais de ação dos neurônios; captação e 
liberação de diversos neurotransmissores; participação na formação da barreira 
hematoencefálica; secreção de fatores tróficos essenciais para a sobrevivência e 
diferenciação dos neurônios, direcionamento de axônios e formação e 
funcionamento das sinapses. Também estão envolvidos na regulação do fluxo 
sanguíneo cerebral e do acoplamento neurovascular, bem como no auxílio na 
defesa imune, por meio da síntese e secreção de diversas citocinas inflamatórias. 
Além disso, essas células têm grande impacto no controle energético cerebral, em 
razão do fornecimento de energia e metabólitos (GOMES; TORTELLI; DINIZ, 2013; 
KREBS, C.; WEINBERG, J.; AKESSON, 2013). 
Oligodendrócitos: Organizam-se em dois tipos: oligodendrócito satélitee 
oligodendrócito fascicular,sendo os últimos responsáveis pela formação da bainha 
26 
 
de mielina em axônios, fornecendo uma camada isolante e protetora (GOMES; 
TORTELLI; DINIZ, 2013; KREBS, C.; WEINBERG, J.; AKESSON, 2013). 
Células Ependimárias: Apresenta característica ciliada, revestindo as paredes 
dos ventrículos cerebrais, do aqueduto cerebral e do canal da medula espinhal. 
revestem as cavidades cheias de líquido no sistema nervoso central. Elas exercem 
uma função importante na regulação do fluxo de substâncias químicas provenientes 
dessas cavidades no encéfalo (GOMES; TORTELLI; DINIZ, 2013; KREBS, C.; 
WEINBERG, J.; AKESSON, 2013). 
Micróglia: As micróglias são as células imunes do SNC, conseguem destruir 
microrganismos, remover detritos e promover a reparação tecidual. São pequenas, 
apresentam numerosos processos e estão distribuídas por todo o SNC (GOMES; 




Fig. 1. Imagem ilustrativa dos tipos celulares presente no Sistema Nervoso Central (KREBS, C.; 









3.2 GLIOMAS – CARACTERÍSTICAS E TRATAMENTO 
 
Os gliomas constituem o conjunto de tumores cerebrais mais comuns que 
acometem o Sistema Nervoso Central (SNC), sendo responsáveis por mais de 80% de 
todas as malignidades cerebrais. Além disso, este tipo de tumor é extremamente 
agressivo e invasivo com uma taxa de mortalidade extremamente alta (CARUSO et al., 
2011; PERSAUD-SHARMA et al., 2017).  
Os gliomas podem ser originários de células-tronco neurais, células 
progenitoras ou de células neurais maduras diferenciadas e transformadas em 
células-tronco cancerosas (CAFFO et al., 2013), passando a ser divididos em 
diferentes subtipos de acordo com parâmetros histológicos, genéticos e moleculares 
descritos abaixo e ilustrados resumidamente na figura 2: 
Tipo Celular: astrocitoma, oligoastrocitoma e oligodendroglioma (LOUIS et al., 
2016).  
Localização: Em adultos, cerca de 70% dos tumores se desenvolvem no 
cérebro, e cerca de 70% dos tumores em crianças se desenvolvem no cerebelo 
(HUAN et al., 2010). 
Grau de Agressividade: Divididos em quatro graus (I-IV), baseando-se em 
características histológicas como atipia nuclear, presença de mitoses e proliferação 
endotelial. Gliomas de grau I são benignos com uma baixa taxa de proliferação. Os 
gliomas de grau II apresentam um alto grau de diferenciação celular e crescem 
difusamente no parênquima cerebral normal e são propensos a progressão maligna. 
Gliomas de grau III apresentam maior densidade celular e uma presença notável de 
atipia e células mitóticas. Já os gliomas de grau IV são os mais agressivos e mais 
frequentes, e apresentam proliferação microvascular e necrose (PREUSSER et al., 
2011; MAROSI et al., 2012; CAFFO et al., 2013). 
Marcadores Moleculares: Mutações no gene da isocitrato desidrogenase (IDH 
1/2), principalmente em gliomas de grau II e III (80%), co-deleção dos braços 1p e 
19q nos seus respectivos cromossomos, mutação na proteína TP53 e mutação na 
enzima óxido nítrico sintetase (NOS). Parece haver alguns caminhos para o 
desenvolvimento de gliomas, baseado em marcadores moleculares. Um caminho 
inicia com a mutação IDH seguida pela mutação TP53, resultando em astrocitoma e 
glioblastomas. O segundo caminho baseia-se na mutação IDH seguida da perda de 
1p/19q, resultando no desenvolvimento de oligodendroglioma. Um terceiro caminho 
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que inclui gliomas com IDH do tipo selvagem, que adquirem múltiplas alterações 
genéticas complexas tornando-se glioblastomas rapidamente. E por fim um quarto 
caminho baseado na mutação NOS, em que esta mutação pode resultar na 
potencialização da neovascularização, utilização máxima de oxigênio nas células 
tumorais, levando ao desenvolvimento de astrocitoma, glioblastomas, 
oligodendroglioma e oligoastrocitoma (COHEN; HOLMEN; COLMAN, 2013; APPIN; 
BRAT, 2015; CECCARELLI et al., 2016). 
 
 
Fig. 2. Gliomas e suas principais características. A. Estágios de progressão de células tumorais de 
glioma. B. Alterações presentes em gliomas utilizadas para distinguir e classificar cada tipo de tumor. 
Em negrito são alterações epigenéticas. (Adaptado de (GUSYATINER; HEGI, 2017). 
 
Os principais sintomas relacionados aos gliomas são dores de cabeça, relatado 
por cerca de 50% dos pacientes, dificuldades cognitivas, mudanças de 
personalidade, desequilíbrio na marcha, perda sensorial ou distúrbios do campo 
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visual, dificuldades de linguagem e convulsões, relatados por cerca de 20% a 40% 
dos casos (HUAN et al., 201; HILLAND et al., 2001). 
Os pacientes que apresentam alguns desses sintomas são frequentemente 
examinados pela primeira vez por um neurologista, utilizando-se métodos de 
imagem para visualizar o tumor cerebral, incluindo Raio X, tomografia 
computadorizada (TC) ou ressonância magnética (RM), entre outros (HUAN et al., 
2010; HILLAND et al., 2001). 
O tratamento implica em múltiplas modalidades terapêuticas, incluindo 
cirurgia, radioterapia e quimioterapia. A cirurgia normalmente é a primeira 
abordagem para a grande maioria dos tumores cerebrais, sendo um procedimento 
extremamente invasivo que tenta ressecar o máximo possível do tumor preservando 
o tecido normal adjacente e as funções neurológicas. Entretanto, em muitos casos a 
localização do tumor não permite a retirada completa da massa tumoral 
comprometendo a qualidade de vida do paciente (CAFFO et al., 2013; OMURO; 
DEANGELIS, 2013). 
A terapia com radiação e a quimioterapia são opções não-invasivas 
frequentemente usadas como terapia adjuvante. A radioterapia tem a função de 
erradicar células altamente proliferativas, utilizando um feixe de radiação ionizante 
direcionado no tumor. Exemplos de tal terapia incluem Terapia gama, Terapia de 
Radiação Modulada por Intensidade (IMRT), Cyberknife ™ (um sistema robótico de 
radioterapia da Accuray em Sunnyvale, EUA) e radiocirurgia estereotáxica (SRS), 
entre outros. A radioterapia está relacionada com um maior tempo de vida, um 
controle da progressão do tumor (CAFFO et al., 2013). 
O tratamento quimioterápico normalmente é realizado utilizando Temozolomida 
(TMZ). A eficácia do tratamento com TMZ depende de um cronograma com várias 
administrações. Em um ensaio clínico de fase I, a dose recomendada de TMZ é 750-
1000mg/m2 administrados por via oral durante 5 dias por semana durante 4 
semanas. Cápsulas de Temodar contendo 5-250 mg de TMZ estão disponíveis para 
administração via oral e em frascos contendo 100 mg para tratamento via 
intravenosa (LEE, 2016).  
A terapia combinada de TMZ mais radioterapia melhorou significativamente a 
sobrevida de pacientes com glioblastoma em relação aqueles tratados apenas com 
radioterapia. Pacientes recém diagnosticados com glioblastoma normalmente 
recebem 75 mg/m2/dia de Temodal por 6 semanas concomitantemente com 
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radioterapia focal (60 Gy) seguidos de 6 ciclos em que são administrados 150 mg/m2 
uma vez por dia durante 5 dias com um intervalo de 23 dias sem tratamento antes 
do próximo ciclo. Pacientes que recebem Temodar via intravenosa são injetados por 
90 minutos a mesma quantidade administrada por via oral (LEE, 2016). 
 
 
3.3 TEMOZOLOMIDA E OS MECANISMOS DE REPARO ENVOLVIDOS NA 
RESISTÊNCIA AO TRATAMENTO  
 
A Temozolomida (TMZ), um agente alquilante de DNA, da família 
imidazotetrazina, é o principal quimioterápico utilizado no tratamento de glioma 
(KHASRAW et al., 2016). Quando administrada, a TMZ é hidrolisada de uma 
maneira não enzimática, não requerendo metabolismo hepático, formando um 
composto ativo, 5-(3-metiltriazeno-1-il)imidazol-4-carboxamida (MTIC) (Fig. 3), em 
pH fisiológico, reduzindo assim a hepatotoxicidade usualmente ocorrida em 




Fig.3. Esquema representativo da Temozolomida e seu intermediário reativo, MTIC (Adaptado de 
FAN et al., 2013).  
 
A TMZ é uma substância lipofílica que atravessa a barreira hematoencefálica e 
apresenta uma alta taxa de toxicidade (BRANDES et al., 2000), atuando através da 
metilação de bases do DNA principalmente nas posições N7 da guanina (60-80%), 
O6 da guanina (5-10%) e N3 da adenina (10-20%), (YOSHIMOTO et al., 2012; 
KOHSAKA; TANAK, 2013; BARCISZEWSKA et al., 2015). A metilação na posição 
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O6 da guanina é responsável pelo efeito biológico mais severo, os quais incluem 
mutagenicidade e toxicidade (BERANEK, 1990). A metilação da posição O6 da 
guanina gera a O6-metilguanina (O6MeG), a qual pareia incorretamente com timina 
em vez de citosina induzindo morte celular em função da sequência de quebras no 
DNA promovida pela ação de enzimas de reparo, na tentativa de reparar as bases 
pareadas incorretamente (Fig.4) (BEIER; SCHULZ; BEIER, 2011; CABRINI et al., 




Fig. 4.  Principais mecanismos de reparo de DNA que influenciam a resposta celular ao tratamento 
com Temozolomida. TMZ metila a posição O6 (O6-Me-G), e N7 da guanina e N3 da adenina (N7-,N3-
Me). A metilação na posição O6-Me-G, na presença da enzima metilguanina metiltransferase 
(MGMT+) é reparada, levando sobrevivência celular. Na ausência da enzima metilguanina 
metiltransferase (MGMT-), não ocorre o reparo de DNA acarretando no pareamente errôneo de 
bases, e assim ativação da via de reparo MMR. Na presença de MMR (MMR+) ocorre a tentativa de 
reparo do DNA, onde ocorre sucessivas quebras na fita dupla do DNA, levando a morte celular. Na 
ausência de MMR (MMR-), a tentativa de reparo no DNA não ocorre, levando a sobrevivência celular. 
Quando ocorre a metilação nas posições N7, N3-Me, a via de reparo por excisão de bases (BER) é 
ativada. A ativação da via BER leva a sobrevivência celular (Adaptado de (ZHANG; F.G. STEVENS; 
D. BRADSHAW, 2012). 
 
Entretanto, a metilação na posição O6 da guanina pode ser reparada devido à 
elevados níveis intracelulares de O6-metilguanina DNA metiltransferase (MGMT), 
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que catalisa a transferência de um grupo metil da posição O6 da guanina para uma 
cisteína da enzima MGMT, promovendo o reparo do DNA (Fig.4) (WELLER et al., 
2010; LIU; GERSON, 2006). 
Pacientes com tumores que apresentam alta expressão de MGMT apresentam 
resistência à TMZ (HERMISSON et al., 2006; WIEWRODT et al., 2008), já a baixa 
expressão de MGMT correlaciona-se com a sobrevivência do paciente e sem 
progressão do tumor. Estudos mostram que os níveis de metilação e acetilação  de 
MGMT é usado como um marcador preditivo para a terapia em gliomas (HEGI et al., 
2005; STUPP et al., 2009;SWITZENY et al., 2016). Ainda, a acetilação de resíduos 
de lisina nas histonas H3 e H4 está associada a uma maior expressão de MGMT, 
enquanto a metilação de lisina 9 da H3 é relacionada ao silenciamento da expressão 
de MGMT (CABRINI et al., 2015). Se não silenciado por metilação do promotor, a 
expressão de MGMT é altamente variável entre indivíduos, órgãos, estado de 
desenvolvimento, células normais e tumorais (CHRISTMANN et al., 2011; ALTINOZ 
et al., 2017). 
Porém, este não é o único meio de reparo das células tumorais frente a 
agentes alquilantes. A formação de O6-metil-G também pode ser reparada pelo 
mecanismo de reparo mismatch (MMR - DNA mismatch repair) (Fig.4), quando O6-
metil-G não é reparado por MGMT. O reparo pelo mecanismo MMR leva ao 
reconhecimento de bases mal pareadas pelos heterodímeros MSH2 (MutS homolog 
2) e MSH6 (MutS homolog 6), os quais recrutam outro complexo heterodimérico, 
MLH1 (MutL protein homolog 1) e PMS2 (Postmeiotic Segregation Increased 2), 
regulando assim o processo de reparação do DNA (YOSHIMOTO et al., 2012). As 
lesões O6-Metil-G quando não reparadas podem parear erroneamente no momento 
da duplicação do DNA com timidina (T). O mecanismo de reparo MMR reconhece 
esses pareamentos errôneos e gera uma incisão na fita recém-sintetizada por ação 
de uma exonuclease I, retirando-a juntamente com outras bases circundantes 
gerando uma falha (gap), a qual é preenchida em seguida via DNA polimerase, 
porém mantendo a lesão O6-Metil-G intacta. Contudo, uma vez que a base T é 
novamente incorporada em oposição a O6-metil-G ainda presente, o sítio é 
novamente reconhecido pelo sistema MMR e uma nova tentativa de reparo é 
realizada (CALDERÓN-MONTAÑO et al., 2014). Essas tentativas podem fazer com 
que hajam quebras na fita de DNA na próxima fase de duplicação, acionando outras 
vias de reparo e/ou vias apoptóticas quando na ausência de MGMT (BIGNAMI et al., 
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2000; ROOS et al., 2007). Também, a metilação na posição N7-metil-G (N7-
metilguanina) e N3-metil-A (N3-metiladenina) podem ser reparados por mecanismo 
de excisão de base (BER - Base excision repair), primeiramente, pelo 
reconhecimento e excisão de bases danificadas pelas DNA glicosilases resultando 
em um sítio abásico (AP – apurínico ou apirimidínico) que é reconhecido por outro 
grupo de enzimas, as AP – endonucleases, que fazem a incisão na extremidade 3’ 
ou 5’ do sítio AP, gerando uma lacuna. Esta é preenchida através de polimerização 
e ligação de novos nucleotídeos à sequência de DNA (ZHANG; F.G. STEVENS; D. 
BRADSHAW, 2012); ILLUZZI; WILSON, 2012; CALDERÓN-MONTAÑO et al., 2014; 
KOHSAKA; TANAK, 2013). 
As leões N7-metil-G, N3-metil-A compreendem mais de 80% das lesões 
induzidas pela TMZ no DNA (TENTORI; GRAZINI, 2002; SOBOL; WILSON, 2001). 
Na literatura, o tratamento de células de glioma humano T98G com um inibidor da 
via BER, a metoxiamina, combinado a TMZ levou a uma diminuição na 
sobrevivência clonogênica, induziu aumento da porcentagem de danos no DNA, 
indução de células apoptóticas e diminuição da expressão da enzima APE1 
envolvida no mecanismo de reparo BER, indicando uma sensibilização das células 
de glioma pela metoxiamina potencializando os efeitos da TMZ (MONTALDI; 
SAKAMOTO-HOJO, 2013).  
Montaldi et al., (2015), fortalecem ainda mais essa idéia mostrando que o 
silenciamento de APE1 por siRNA em células de glioma humano T98G leva a uma 
redução na proliferação celular e na capacidade clonogênica, além de intervir na 
progressão do ciclo celular. Tais efeitos foram acompanhados pelo aumento da 
indução de danos no DNA. Foi observado também uma moderada indução de 
apoptose, com uma leve indução de caspase-3. O silenciamento de APE1 causou 
uma redução acentuada na invasão das células T98G, de forma similar à observada 
nas células somente tratadas com a TMZ, sendo que a combinação (silenciamento 
de APE1 e tratamento com TMZ) resultou em um efeito aditivo suportando a 
contribuição de BER na resistência a TMZ. 
Assim, com o intuito de superar a resistência ao tratamento com TMZ, a 
combinação deste quimioterápico (TMZ) com inibidores dos mecanismos de reparo 
(MGMT, BER e MMR), tornando-se uma estratégia interessante para potencializar a 
ação da TMZ, uma vez que a inibição destes mecanismos já foi descrito na literatura 






As estatinas são os fármacos mais usados para diminuir os níveis de 
lipoproteínas plasmáticas ricas em colesterol e reduzir os riscos de doença arterial 
coronariana. Estes efeitos são resultantes da atividade inibidora das estatinas sobre 
a enzima HMG-CoA redutase (hidroximetilglutaril-CoA redutase), com a propriedade 
de bloquear a conversão do substrato HMG-CoA em ácido mevalônico, inibindo os 
primeiros passos da biossíntese de colesterol. A ação de inibição da HMG-CoA 
redutase promovida pelas estatinas deve-se a uma similaridade na sua estrutura 
(grupo lateral) com o substrato HMG-CoA. Assim, as estatinas ligam-se de maneira 
reversível, competitiva e mais potente do que o substrato natural à enzima HMG-
CoA redutase, impedindo a biossíntese de colesterol (ENDO, 2009;(SOLOMON; 
FREEMAN, 2008).   
Atualmente, uma variedade de estatinas estão disponíveis com características 
farmacocinéticas e farmacodinâmicas diferentes (Fig. 5), (ENDO, 2010; ISTVAN; 
DEISENHOFER, 2001; SCHACHTER et al., 2005). 
A lovastatina foi a primeira estatina comercializada, originalmente isolada de 
culturas de Aspergillus terreus e Monascus ruber. Após a lovastatina seguiu a 
sinvastatina e a pravastina, também de fermentação fungica. As demais são 
sintéticas, sendo elas a atorvastatina, rosuvastatina, a fluvastatina e a pitavastatina 





Fig.5. Estruturas químicas das estatinas. (Adaptado de LEIRIA; CARVALHO, 2007). 
 
As modificações realizadas sinteticamente na estrutura das estatinas, 
principalmente relacionadas à lipossolubilidade, têm contribuído para um aumento 
da sua eficácia (FONSECA, 2005). A lipossolubilidade é uma característica 
essencial, pois a incorporação hepática das estatinas é dependente dela. As 
estatinas lipofílicas (Sinvastatina, Fluvastatina, Atorvastatina, Pitavastatina e 
Lovastatina) atravessam a membrana celular por difusão passiva com maior 
facilidade do que as hidrofílicas (Rosuvastatina e Pravastatina), que apresentam um 
sistema ativo de transporte (SIRTORI, 2014). 
A forma de administração das estatinas não é semelhante entre todas: a 
sinvastatina e a lovastatina são administradas como pró-fármacos, que serão 
transformadas enzimaticamente (hidrolisadas por paraoxonases e esterases) na sua 
forma ativa, em hidroxi-ácidos. As demais estatinas são administradas na sua forma 
ativa (ISTVAN; DEISENHOFER, 2001; SCHACHTER et al., 2005).  
Outro ponto importante é o seu metabolismo que é bastante variável. A 
maioria das estatinas (com exceção da pravastastina e parcialmente a 
rosuvastatina) passam por um metabolismo hepático, sendo a biodisponibilidade 
sistêmica reduzida a 5 a 30% da dose administrada. A maioria dos metabólitos é 
farmacologicamente ativo, novamente com a exceção da pravastastina e também da 
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fluvastatina. As estatinas são predominantemente metabolizadas pelo sistema do 
citocromo P-450 (CYP). As exceções, isto é, a pravastatina e a rosuvastatina, são 
moléculas hidrofílicas sujeitas a uma manipulação metabólica mínima (SIRTORI, 
2014); (FONSECA, 2005) 
Os tempos de meia vida de cada estatina também são diferentes, e é um dos 
parâmetros farmacocinéticos que terá relevância na hora da administração de cada 
uma delas. O tempo de meia vida são demonstrativos de que não é exatamente 
necessário administrar uma estatina a noite, como é preconizado (a formação de 
colesterol endógeno é maior durante a noite). Com efeito, apenas as estatinas com 
tempo de meia vida curto devem ser administradas à noite, sendo que as estatinas 
que têm longos tempos de meia vida podem ser administradas a qualquer hora do 
dia, sem prejuízo do seu efeito principal (SCHACHTER et al., 2005). 
 
 
3.5 AÇÃO ANTITUMORAL DAS ESTATINAS 
 
O colesterol é um componente estrutural importante das membranas 
celulares, e a via biossintética do colesterol é estreitamente relacionada aos 
processos de crescimento celular (SOPKOVA et al., 2017). As estatinas reduzem 
não só níveis séricos de colesterol, mas também a síntese de mevalonato inibindo a 
HMG-CoA redutase. Mevalonato é um precursor de vários produtos principais que 
regulam o ciclo celular, incluindo geranilpirofosfato (GPP) e farnesilpirofosfato (FPP) 
(GHAVAMI et al., 2011; LIKUS et al., 2016). GPP e FPP são necessários para a 
modificação pós-traducional de diferentes proteínas, como Proteínas GTPase (Rho, 
Rac e Ras), que por sua vez regulam a transdução de sinal de vários receptores de 
membrana crucial para a transcrição de genes envolvidos na proliferação celular, 
diferenciação e apoptose (SOPKOVA et al., 2017; THURNHER; NUSSBAUMER; 
GRUENBACHER, 2012; BAENKE et al., 2013; PISANTI et al., 2014).  
A ação das estatinas na inibição da via do mevalonato e consequente inibição 
da prenilação proteica pode ter um papel importante na inibição da proliferação e 
indução de apoptose em uma grande variedade de células tumorais (GALLELLI et 
al., 2014; TAPIA-PÉREZ et al., 2011; SPAMPANATO et al., 2012; PAPADOPOULOS 
et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2018; GU et al., 2018; ALIZADEH et al., 2017; CHEN 
et al., 2017; WANG et al., 2018). Em nosso grupo de pesquisa observamos que o 
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tratamento de células de melanoma metastático humano com sinvastatina em baixas 
concentrações (0,25 μM) promoveu senescência celular, enquanto que em 
concentrações mais elevadas de sinvastatina (1,0 e 5,0 μM) o tratamento foi capaz 
de promover apoptose. Ainda, o tratamento com estatinas promoveu o aumento da 
expressão de p53, p16 e p21 que atuam como inibidores envolvidos na progressão 
do ciclo celular (GUTERRES et al., 2013). 
Os diferentes mecanismos moleculares modulados pela ação das estatinas são 
bem descritos em vários modelos tanto in vitro como in vivo, evidenciando sua ação 
de inibição da proliferação celular, indução de apoptose, modulação da autofagia, 
efeito anti-invasivo e anti-migratório (PISANTI et al., 2014).  
Outra questão de extrema importância quando se diz respeito ao uso das 
estatinas no tratamento de tumores do SNC, é a capacidade de atravessar a barreira 
hematoencefálica. Estudos com animais e testes em humanos mostram que as 
estatinas lipofílicas como a pravastataina, lovastatina e sinvastatina atravessam a 
barreira hematoencefálica (BHE), (“SAHEKI A, 1994; VULETIC et al., 2006; VAN 
DER MOST et al., 2009), levando a uma melhor resposta no tratamento. 
Sierra et al., (2011) mostraram que dentre nove estatinas testadas em relação 
a capacidade de atravessar a barreira hematoencefálica e capacidade de inibir a 
enzima HMG-CoA, a sinvastatina foi a que mostrou os melhores resultados.  
A justificativa para o uso das estatinas como drogas anticânceres esta 
relacionada a capacidade desses medicamentos inibirem a produção de esteroides 
como colesterol, essencial para a integridade das membranas (SOPKOVA et al., 
2017), assim como, sua capacidade de bloquear a isoprenilação de oncoproteínas 
que regulam a proliferação, migração, invasão e ciclo celular (PISANTI et al., 2014), 
desta forma o estudo da ação de estatinas em combinação com quimioterápicos, 
como proposto neste trabalho, vem crescendo, se tornando uma opção terapêutica 
cada vez mais interessante e promissora.  
 
3.6  CAPACIDADE INVASIVA EM GLIOMAS E SUA RELAÇÃO COM 
METALOPROTEINASES DE MATRIZ (MMP) 
 
Gliomas cerebrais mostram um padrão único de invasão e, com raras 
exceções, não sofrem metastaze fora do cérebro. Glioma invasivo normalmente 
migra para estruturas anatômicas distintas. Essas estruturas incluem a membrana 
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dos vasos sanguíneos, espaço subependimário, a glia limitante externa, e fibra 
nervosa paralela e cruzada na substância branca (CUDDAPAH et al., 2014). 
Fatores críticos na invasão de células tumorais incluem o descolamento de 
células invasoras da massa tumoral primária, a síntese e a deposição de 
componentes da matriz extracelular (MEC) por células tumorais e células 
mesenquimais, aumento da atividade de degradação e remodelamento do espaço 
intersticial e a expressão de moléculas de adesão em células de glioma que 
especificamente reconhecem e aderem aos componentes da MEC (CAFFO et al., 
2013). 
Enzimas proteolíticas extracelulares são críticas em neoplasias malignas 
(IDBAIH et al., 2008). As metaloproteinases de matriz (MMPs) influenciam os 
processos como proliferação celular, migração e adesão, bem como muitos 
processos fisiológicos envolvendo remodelação tecidual, angiogênese, 
desenvolvimento ósseo e cicatrização de feridas (PAGE-MCCAW; EWALD; WERB, 
2007). No entanto, a alta expressão destas enzimas está associada a muitas 
condições patológicas como no câncer (FRIEDL; ALEXANDER, 2011; KÖNNECKE; 
BECHMANN, 2013). 
O perfil de expressão das MMPs, MMP-2, 9 e 14, foi determinado em amostras 
controle não-tumorais e em amostras tumorais de pacientes com astrocitomas graus 
II, III e IV. Os resultados revelaram que todas as MMPs analisadas apresentam 
maior expressão nas amostras tumorais, sendo MMP-14 e MMP-2 mais expressas 
em amostras de grau IV (SASAHARA et al., 2002). 
Há evidências de que a expressão de MMPs promovem comportamento 
invasivo em gliomas (CUDDAPAH et al., 2014; KÖNNECKE; BECHMANN, 2013). 
Wild-Bode et al., (2001), mostraram que os níveis de MMP-2 e MMP-3 e a atividade 
de MMP-2/ MMP-9 estão correlacionadas com migração e invasão de glioma. 
Smith et al., (2008), examinaram amostras de tecido de pacientes com tumores 
cerebrais, e observaram elevados níveis de MMP-2 e MMP-9 nestas amostras, e 
que pacientes que já foram submetidos a ressecção de tumores apresentaram 
baixos níveis de MMPs. 
A análise da expressão de MMP-2 em amostras de tecidos de glioma 
mostraram que a alta expressão de MMP-2 teve grande influência na ocorrência, 
avanço, invasão e metástase do glioma (MA; WANG, 2015). 
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Sun et al.,  (2014), relaciona o fenótipo invasivo de células de glioma humano 
com o aumento na expressão de MMP-3. Também destacam que a regulação 
negativa de NF-қβ leva a uma diminuição na expressão desta MMP com 
consequente inibição da migração e invasão.  
A expressão de MMPs e sua atividade pode ser regulada em diferentes níveis, 
incluindo transcrição gênica, ativação de pro-enzima ou inibição endógena, que 
atuam de maneira coordenada para garantir as diversas atividades proteolíticas de 
MMPs (FANJUL-FERNÁNDEZ et al., 2010).  
Todos os membros da família MMP são sintetizados como pro-enzimas inativas 
(pro-MMPs) que requerem clivagem enzimática do domínio pro-peptídeo para 
ativação. As atividades das MMPs são reguladas pela expressão gênica, ativação 
pro-MMP e inibição de MMPs pela ação de inibidores teciduais de metaloproteinases 
(TIMPs) (NAKADA; OKADA; YAMASHITA, 2003) e RECK (proteína rica em cisteína, 
indutora de reversão, com motivos kazal), (ALEXIUS-LINDGREN et al., 2014). 
A expressão do gene MMP é primariamente regulada no nível transcricional, 
que geralmente resulta em baixos níveis basais dessas enzimas em células normais. 
A maioria dos membros da família MMP compartilha elementos cis em suas 
sequências promotoras, que permitem um controle rígido de expressão específica 
da célula. Como resultado, as MMPs são frequentemente co-expressas ou co-
reprimidas em resposta a múltiplos estímulos, incluindo citocinas de inflamação, 
fatores de crescimento, glicocorticóides ou retinóides (YAN; BOYD 2007; (FANJUL-
FERNÁNDEZ et al., 2010);.  
Esta resposta no nível transcricional ocorre várias horas após a exposição a 
um estímulo, sugerindo que os promotores de MMP são alvos a jusante dentro das 
vias de sinalização dos genes de resposta precoce, que são induzidos logo após a 
estimulação celular e na ausência de novas sínteses proteicas. Estes genes de 
resposta precoce codificam proteínas sinalizadoras que fosforilam os diferentes 
fatores de transcrição, que são então capazes de se ligar nos promotores dos genes 
de MMP. Estes intermediários de sinalização envolvidos na ativação de fatores de 
transcrição incluem o fator de transcrição nuclear kappa B (NF-қβ), as proteínas 
quinases ativadas por mitógenos (MAPK), os transdutores de sinal e ativadores de 
transcrição (STAT) e a família de proteínas Smad. Esses intermediários pertencem a 
vias de sinalização que são ativadas por uma grande variedade de ligantes, tais 
como IL-1β, TNF-α e oncostatina M. O bloqueio destas vias de sinalização, 
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diminuindo a síntese de alguns mediadores a jusante, sequestrando os fatores de 
transcrição para prevenir sua ligação ou inibindo a sua fosforilação, pode reprimir a 
expressão de genes MMP (VICENTI; BRINCKERHOFF 2007). 
A inibição de MMPs pela ação de inibidores teciduais de metaloproteinases 
(TIMPs) é bem conhecida. A família TIMP é composta por quatro diferentes 
membros que inibem as atividades de MMPs através da coordenação do íon Zn 2+, 
associado ao sítio catalítico das MMPs pelos grupos amina e carbonil do resíduo 
cisteína N-terminal da TIMP de forma relativamente pouco seletiva (CHEN et al., 
2012). Contudo, estudos demonstram que a TIMP-1 não inibe a atividade de 
membrans tipo MMPS (MT-MMPs), embora outros TIMPs sim (NAKADA; OKADA; 
YAMASHITA, 2003). Em GBM os níveis de TIMP-1 são significativamente maiores 
que TIMP-2, diferentemente do que em outros tumores astrocíticos e tecidos 
cerebrais normais (NAKADA; OKADA; YAMASHITA, 2003).  
Diferentemente do que se descreve na literatura, Tão et al., (2014), mostram 
que a superexpressão de TIPM-3 estava significativamente associada a gliomas de 
alto grau e maior mortalidade. Usando microarray combinado com a análise de 
correlação de Pearson, descobriu-se que TIMP-3 está positivamente correlacionada 
com a expressão de membros da família MMP, e a redução de TIMP-3 inibiu a 
invasão e migração celular e diminuiu os níveis de MMP-9 em células de glioma.  
Como citado anteriormente a atividade de MMPs podem também ser regulada 
por ação de RECK, uma proteína ancorada à membrana localizada na superfície 
celular (TAKAHASHI et al., 1998;OH et al., 2001). 
Tem sido descrito que a proteína RECK (proteína rica em cisteína com motivos 
de Kazal) está envolvido na supressão dos processos de invasão, angiogênese e 
metástase, em parte por sua habilidade de regular negativamente MMP-2, MMP-9 e 
membrana MT1-MMP (CHANG; HUNG; CHANG, 2008). A expressão de RECK 
diminui à medida que o tumor progride de grau II menos invasivo para GBM 
invasivo. Assim, MMPs, especialmente MMP-2 e MMP-9, são intimamente 
relacionadas à invasividade do glioma, e RECK, como potente inibidor de MMP-2 e 
MMP-9, está envolvido na supressão da invasividade de células de glioma (CHEN et 
al., 2012). 
Em células de câncer de pulmão RECK foi sugerido como um inibidor 
metastático, pela inibição de MMP-9 (CHANG, 2007). E em células de melanoma 
maligno RECK é regulado negativamente, acompanhado pela regulação positiva de 
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MT1-MMP e TIMP-2 (ambos necessários para formar um complexo capaz de 
promover o processamento proteolítico e ativação de MMP2). Amostras que exibem 
níveis mais altos de RECK mostram níveis mais baixos de expressão de MT1-MMP 
e TIMP-2 e níveis mais altos de TIMP-3 (JACOMASSO et al., 2014). 
O equilíbrio entre a expressão de MMPs e seus inibidores é essencial, porque 
um desequilíbrio na proporção de MMPs e TIMPs afeta o processo invasivo. A 
diminuição da expressão de TIMP e RECK resulta em aumento da invasividade do 
tumor, enquanto a superexpressão leva a reduzir o crescimento invasivo (FANJUL-
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Glioblastoma (GBM) has high endurance capacity, which leads to a low 
patient survival rate. Current treatment for high-grade gliomas, such as GBM, makes 
use of the chemotherapeutic Temozolomide (TMZ), an alkylating agent that acts on 
the methylation of the N7 and O6 positions of guanine and N3 adenine. However, 
mechanisms of cell repair, such as the action of O6-methylguanine - DNA 
methyltransferase (MGMT), contribute to the survival of these cells. Thus, it is very 
interesting to evaluate the ability of novel adjuvant chemotherapeutic agents or 
compounds to overcome the tumoral resistance phenotypes. Several studies in the 
literature show anti-tumor effects of statins, prescribed extensively for cholesterol 
lowering, in diferent cancer model. Our study aimed to investigate the sensitivity of 
human glioblastoma cells (U87MG and T98G) to combined treatment of TMZ and 
sinvastatin (SVA). In accordance with to literature data, TMZ cytotoxic effects were 
observed only in U87MG cells, which express lower levels of MGMT. Interestingly, 
co-treatment of TMZ (100 μM) and SVA (1.0 μM) for 72h resulted in a decrease in 
cell viability of both U87MG and T98G cells. Colony forming capacity was also 
inhibited by treatment with TMZ plus SVA, showing only 0.97% and 8.40% colony 
formation in U87MG and T98G cells, respectivelly. The cytotoxic effect of TMZ plus 
SVA treatment was accompanied by increased percentage of U87MG cells in G0/G1 
phase and increased DNA fragmentation content, with concomitant increase in 
caspase-3 mRNA levels, and apoptotic cells. In addition, treatment with TMZ alone 
induces an increase in MGMT expression levels, which may contribute to the 
resistance phenotype mediated by this chemotherapeutic agent. Interestingly, MGMT 
expression levels were significantly reduced following the combined treatment of 
TMZ plus SVA compared to TMZ alone in both glioma cell lines analyzed. Interesting, 
the inhibition of MGMT expression levels was accompanied by inhibition of 
phosphotylation of nuclear factor kappa B (NF-kB) p65 subunit, suggesting that NF-
қβ activation with consecutive MGMT induction could be related to chemoresistance. 
These data show that simvastatin potentiates TMZ-mediated cytotoxicity by altering 
cell cycle progression and inducing apoptosis of human glioblastoma cells and 
further decreasing MGMT expression, suggesting an interesting possibility for 
treatment of glioblastoma. 
Keywords Simvastatin, Glioma Cells, Temozolomide, Metilguanina-Metiltransferase. 
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1       INTRODUCTION 
 
 One of the most common tumors derived from astrocytomas is glioblastoma 
(GBM) (SANT et al., 2012), presenting high invasive capacity, rapid progression, high 
resistance to radiotherapy, chemotherapy, and poor prognosis (STUPP et al., 2005). 
Despite the recent advances in therapeutic management, patient survival has a high 
variability, with average survival period of less than 18 months (RENI et al., 2017). 
Surgery is still an impasse, since superficial and small tumors are more 
amenable for surgical resection than deep lesions and large tumors, which show a 
worse prognosis (MARKO et al., 2014; RENI et al., 2017). However, even with 
resection of the tumor, the surgery is not effective, which led to the use of 
radiotherapy and chemotherapy after surgery / biopsy, which is a significant effect on 
survival (STEINER et al., 2002). 
In current chemotherapy, temozolomide (TMZ) has been used as a standard 
chemotherapeutic agent for more than ten years, observing an increase in patients' 
survival from 12.1 to 14.6 months (STUPP et al., 2005; STUPP et al., 2009). TMZ is 
an alkylating agent that has the ability to cross the blood-brain barrier (KHASRAW et 
al., 2016), mainly acting on the methylation of the N7 and O6 positions of guanine and 
adenine N3 (KOHSAKA; TANAK, 2013), with methylation in position O6 of guanine, 
responsible for the most severe biological effect caused by alkylating agents 
(BERANEK et al., 1990). 
Recent studies emphasize the action of O6-methylguanine-DNA 
methyltransferase (MGMT) on DNA repair, suggesting that MGMT expression levels 
are involved in the direct repair of methylation of the guanine O6 position, leading to 
resistance to standard chemotherapeutic treatment (WICK et al., 2012; LALEZARI et 
al., 2013; KRISTENSEN et al., 2016). In this sense, modulating the resistance 
phenotype becomes a very interesting approach to pursue. 
Recent studies using statins have shown a cytotoxic effect on GBM cells, 
leading to inhibition of migration, proliferation, and death by apoptosis (WU et al., 
2009; RENNE et al., 2014; BAYAT et al., 2016; OLIVEIRA et al., 2018). In our study 
group, work on metastatic human melanoma cells (WM9) showed that simvastatin at 
low concentration (0.25 μM) was able to cause senescence of these cells by 
increasing p53 and p21 protein expression levels. However, at high in concentrations 
of simvastatin (1.0 μM - 5.0 μM) there was a decrease in cell viability with 
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concomitant increase of fragmented DNA content, indicating cell death by apoptosis 
(GUTERRES et al., 2013). In addition, simvastatin leads to an increase in autophagic 
flow as an attempt at cell survival and our recent data show that simvastatin-induced 
apoptosis was enhanced by the autophagy inhibitor hydroxychloroquine (RIBEIRO et 
al., em submissão). Simvastatin also increases autophagic flow in glioma, however, 
inhibition of autophagy by 3-methyladenine (3-MA) and bafilomycin A1 leads to the 
increase of apoptotic cells after treatment with high concentration of simvastatin 
(6μM), (MISIRKIC et al., 2012). Together, these data show that simvastatin can 
modulate processes related to tumor resistance, providing a mechanistic rationale for 
its use as an alternative therapeutic agent and/or adjuvant to the use of 
chemotherapeutics. 
In this context, the aim of this study was to evaluate the combined treatment of 
TMZ standard chemotherapy with low concentrations of simvastatin (SVA) in GBM 
cells to overcome the tumor resistance phenotype. 
 
2      MATERIALS AND METHODS 
 
2.1   Cell culture 
  
 The U87MG and T98G human glioblastoma cell lines (Acquired in the ATCC 
cell Lines) were kindly provided by Professor Mari C. Sogayar, University of São 
Paulo. Cells were cultured in DMEM culture medium supplemented with 10% fetal 
bovine serum (FBS) and 25 μg/ml gentamicin (Gibco), at 37ºC in a humid 
atmosphere containing 5% CO2 and maintained at approximately 80% confluency. 
 
2.2   Cellular Treatment 
 
Human glioma cells were treated with 100 μM TMZ (Sigma) and SVA (Merck 
Sharpe and Dohme) at concentrations of 0.25 μM and 1μM for 72h. Control group 







2.3   Cellular Cytotoxicity Assay 
 
2.3.1 MTT assay  
 
For this assay 8x103 cells per well were plated in 96-well plate. After 72h of 
treatment, 3,4,5-dimethyl-2-thiazolyl2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide (MTT) 
solution (5 mg/ mL diluted in PBS) was added. After 3h incubation at 37°C, 5% CO2, 
the supernatant was removed, and formazan crystals generated from the cleavage of 
the tretazole ring by mitochondrial dehydrogenases, of the metabolically active cells, 
were resuspended in 200 μl of DMSO 100% (NEON). The absorbance was 
determined on a microplate reader (TECAN Infinite 200) using a 540 nm filter. The 
results were calculated from the mean absorbance values of the experimental 
triplicates. Three independent experiments were performed in quadruplicates. 
 
2.3.2 Violet Crystal assay 
 
For this assay 8x103 cells per well were plated in 96-well plate. After 72 h of 
treatment, the cells were washed with PBS, and fixed with 100% methanol for 10 
minutes. Then methanol was withdrawn and 50 μL of 0.2% violet crystal solution 
diluted in 2% ethanol was added. After 3 minutes, the dye was removed, and the 
wells washed 10 times with PBS. After washing, the violet crystal was eluted with 
0.05 mol/L sodium citrate solution in 50% ethanol for 10 minutes. The absorbance 
was determined on a microplate reader (TECAN Infinite 200) using a 540 nm filter. 
The results were calculated from the mean absorbance values of the experimental 
triplicates. Three independent experiments were performed in quadruplicates. 
 
2.4   Colony Formation Assay 
 
U87MG and T98G cells (2x102) were plated in 6-well plates and the combined 
treatment with TMZ plus SVA was perfomed for 72 h. After that, the medium was 
replaced every 2-3 days by fresh medium without treatment (DMEM alta glucose 
10% FBS). After 15 days in culture, the cells were fixed with 100% methanol for 
10min and stained with crystal violet solution (0.2% violet crystal solution diluted in 
2% ethanol) for 3min. Colonies were evaluated under inverted microscope (Axiovert 
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40CFL - Zeiss) and considered those withmore than 50 individual cells. The 
efficiency of colony formation was calculated as percentange (%) of colonies from all 
plated cells. Three independent experiments were performed in duplicates. 
 
2.5   Cell Cycle and Fragmented DNA Content 
 
Cells U87MG and T98G (1x105) were plated in 12-well plates. After the 
treatment time the cells were stained with 50 μg/ml propidium iodide (PI), 0.1% Triton 
X-100 for 15 minutes at 4°C, protected from light. The analysis of the DNA content in 
the cells was evaluated in a BD Accuri C6 (BD Biosciences) and the analysis of the 
percentage of cells in each phase of the cell cycle and fragmented DNA was defined 
by histograms obtained in BD Accuri C6 Software. 
 
2.6   Apoptosis assay 
 
U87MG and T98G cells (1x104) were plated in 24-well plates. After the 
treatment time the cells were labeled with 50μg/ml propidium iodide (PI), 2,5 μL 
Annexin V-FITC in binding buffer, for 10 minutes room temperature, protected from 
light. Apoptotic cell analysis was evaluated in a BD Accuri C6 flow cytometer (BD 
Biosciences) and the percentage of apoptotic cells was defined by histograms 
obtained in BD Accuri C6 Software. 
 
2.7   Total RNA extraction and cDNA synthesis 
 
Total RNA was isolated using the RNAspin Mini RNA Isolation Kit (GE 
Healthcare), following the manufacturer's instructions. The purity and quality of the 
samples were evaluated by measuring the absorbance at 260 and 280 nm in 
NanoDrop equipment. The cDNA synthesis was performed using the Improm IITM 
Reverse Transcription System kit (Promega) following the manufacturer's 







2.8   Real-Time PCR 
 
Modulation of gene expression was evaluated in Rotor gene equipment 
(Qiagen) using the Rotor SYBR Green kit, following the manufacturer's instructions. 
The following primers were used for each gene: MGMT (F- 
5'CCGTTTGCGACTTGGTACTT3' / R- 5'CTCACAACCAGACAGCTCCA3'); CASPASE- 
3 (F- 5’AAAAGCACTGGAATGACATCTCG3’ /R- 
5’GAAACATCACGCATCAATTCCAC3’); GAPDH (F- 
5'ACCCACTCCTCCACCTTTGA3' /R- 5'CTGTTGCTGTAGCCAAATTCGT3'); HPRT 
(F- 5'GAACGTCTTGCTCGAGATGTGA3' /R- 5'TCCAGCAGGTCAGCAAAGAAT3'); 
HMBS (F- 5'TGGACCTGGTTGTTCACTCCTT3' /R- 
5'CAACAGCATCATGAGGGTTTTC 3'). 
 
2.9   Western Blot assay 
 
Cells U87MG and T98G (2,0 x 106 cells per 150 mm plate), after treatment 
(described in item 2.2), were lysed with RIPA + (10 mM Tris-HCl pH 7.5; 1% sodium 
deoxycholate; 1% Triton X-100; 150 Mm NaCl; 0.1% SDS) lysis buffer in ice for 30 
minutes. The protein concentration of each treatment was determined by the method 
Bradford. 100 μg of protein in a volume of 25 ul were electrophoresed in SDS-PAGE 
and transfer to polyvinylidene fluoride (PVDF) membrane (Amersham Hybond). This 
concentration of 100 μg of proteins was selected to be able to detect the enzyme MGMT, 
due U87MG cells has low expression of this protein in comparison to T98G cells (which has 
MGMT overexpression).After exposure to the specific antibodies (Table 1), proteins 
were detected using the SuperSignal ™ West Pico PLUS Chemiluminescent 
Substrate (ThermoFisher Scientific) in equipment Amersham Imager 600 imagers 










Table 1: Specific Antibodies.  
Antibody Dilution Brand Code 
GAPDH 1:1000 SIGMA-ALDRICH G8795 
MGMT 1:500 Santa Cruz -  
NF-қB p65 1:500 Cell Signaling #3034 
P44/42 MAPK (ERK 1/2) 1:500 Cell Signaling #4695 
Caspase - 3 1:1000 Cell Signaling #9662 
 
 
2.10 Statistical analysis 
 
All data is expressed as mean with SD. Statistical analysis was performed using 
GraphPad Prism Software, One-way ANOVA, followed by Tukey's test. The 























3      RESULTS 
 
3.1   Cytotoxicity Assay 
 
Different glioblastoma cell lines (U87MG and T98G) were treated with TMZ, 
SVA or combined treatment (TMZ plus SVA) for 72h, and cellular cytotoxicity was 
assessed by MTT and Violet Crystal method (Fig.1 A and B, respectively). The 
cytotoxic profile of U87MG and T98G cells were equivalent regardless of the method 
used (MTT or Violet Crystal). Our results showed a cytotoxic effect when U87MG 
cells were treated with TMZ (100 μM), reaching 17.27% (MTT method) and 18.4% 
(Violet Crystal method). After treatment with 0.25 μM and 1.0 μM SVA, we observed 
a decrease of 14.07% and 33.41% (MTT method) and 22.57% and 63.46% (Crystal 
method violet) respectively. Interestingly, when U87MG cells were treated with TMZ 
100 μM/ SVA 0.25 μM or TMZ 100 μM/ SVA 1.0 μM, we observed an increase in the 
cytotoxic effect, reaching 36.33% and 64.53% (MTT method) and 43.92% and 
91.16% (Violet Crystal method), respectively, compared to the control condition. The 
TMZ-resistant phenotype could be observed in T98G cells, which express high level 
of MGMT. Interestingly, our results show an increase in cellular cytotoxicity when 
T98G cells were treated with SVA (1.0 μM), inhibiting 14.82% of metabolic active 
cells. In addition, when T98G cells were treated with TMZ 100 μM/ SVA 0.25 μM or 
TMZ 100 μM/ SVA 1.0μM, we observed an increase in the cytotoxic effect, inhibiting 
15.38% and 26.75% of metabolic active cells, respectively, compared to the control 
condition by the MTT method. 
The resistance of the T98G cells to the treatment was even more evident when 
Violet Crystal assays were performed, showing an inhibition of percentage of 
adherent cells (23.40%) only with the TMZ 100 μM / SVA 1.0 μM treatment. 
These data show a cytotoxic effect of SVA treatment on MGMT status 
independent glioblastoma cells (U87MG cells show less MGMT expression than 







Fig. 1. TMZ and SVA effects on glioma cell viability. A. U87MG and T98G glioma cells viability 
assessed by MTT reduction assay after 72h of TMZ (100 μM), SVA (0.25 μM), SVA (1.0 μM), or drug 
combination treatment. B. U87MG and T98G glioma cells viability assessed by Crystal Violet assay 
after 72h of TMZ (100 μM), SVA (0.25 μM), SVA (1.0 μM), or drug combination treatment. Data 
expressed as a percentage related to the control group, considered as 100%. (*) p< 0.05; (**) p< 0.01; 
(***) p<0.001, considered significant. (One-Way ANOVA with Tukey). Three independent experiments 
were performed in duplicate. 
 
3.2   Colony Formation Assay  
 
The percentage of U87MG seeded cells that are able to form a colony (the 
plating efficacy) was evaluated after different treatments. Our results showed that 
treatment with TMZ (100 μM) did not promoted significant differences in the 
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percentage of U87MG colonies when compared to the control condition (Fig. 2 A). 
However, when U87MG cells were treated with SVA 0.25 μM and 1.0 μM, or the 
combinations TMZ 100 μM/ SVA 0.25 μM and TMZ 100 μM/ SVA 1.0 μM there were 
a significant decrease in the capacity of colony formation (25.35%, 95.15%, 64.55% 
and 99.03%, respectively). In the same way, when T98G cells were treated with TMZ 
(100 μM) or SVA (0.25 μM) the percentage of forming colonies were not significantly 
altered in comparison to the control condition. However, when T98G cells were 
treated with SVA 1.0 μM, or the combinations TMZ 100 μM/ SVA 0.25 μM and TMZ 
100 μM/ SVA 1.0 μM a decrease in colony formation capacity was also observed 
(12.38%, 64.15% and 8.40% respectively) (Fig. 2 B). 
It is also important to note that SVA treatment alone was effective in inhibiting 
the formation of colonies in T98G cells (which has a high expression of MGMT). 
Interestingly, the combined treatment further increased the cytotoxic effect in this cell 
line. 
These results show that when U87MG and T98G cells are plated at low 
densities (200 cells per well) the colony formation capacity is significantly reduced 
with SVA treatment, being even the cytotoxic effects were increased in the combined 










Fig. 2. Effects of treatment with TMZ (100 μM), SVA (0.25 μM), SVA (1.0 μM), or drug combination 
after 72h on the formation of colonies in glioma cells. A. Percentage of colonies formed after treatment 
of U87MG cells. B. Percentage of colonies formed after treatment of T98G cells. Data expressed as a 
percentage related to the control group that was considered as 100%. Considered statistically 
significant p< 0,01 (**); p< 0,001 (***) (One-Way ANOVA with Tukey). Three independent experiments 




3.3   Cell Cycle Analysis 
 
The effects on cell cycle progression were investigated in U87MG and T98G 
cells after treatment with TMZ 100 μM, SVA 0.25 μM, SVA 1.0 μM, TMZ 100μM/ SVA 
0.25 μM or TMZ 100 μM/ SVA 1.0 μM. We observed a decrease in the percentage of 
cells in the G0/G1 phase of 44.81% in U87MG cells treated with SVA 1.0 μM when 
compared to the control condition (Fig. 3.A and B). In addition, after treatment with 
TMZ 100 μM/SVA 1.0 μM, the effects on cell cycle progression were more 
pronounced, achieving a decrease of 46.71% and 49.03% in the percentage of cells 
in the G0/G1 phase of U87MG (Fig. 3 A and B) and T98G (Fig. 4 A and B), 
respectively. 
The effects on cell cycle progression were accompanied by an increase in the 
percentage of DNA fragmented mainly in U87MG cells, reaching an increase of 
61.02% and 67.37% after treatment with SVA 1.0 μΜ and TMZ 100 μM/SVA 1.0 μM, 
respectively (Figure 3 A and C). In T98G cells we observed an increase of 6.85% in 























Fig. 3. Effect of TMZ and SVA treatment on the cell cycle of glioma U87MG cells after 72h of 
treatment with TMZ 100 μM, SVA 0.25 μM, SVA 1.0 μM, or combination of drugs. A. Histograms 
representative of three independent experiments in duplicate. B. Cell cycle phases C. Percentage of 
fragmented DNA. Data expressed as a percentage related to the control group that was considered as 
100%. Histograms obtained by BD Accuri C6 Software. Considered statistically significant p< 0,01 (**), 
p< 0,001 (***), (One-Way ANOVA with Tukey). Three independet experiments were performed in 





Fig. 4. Effect of TMZ and SVA treatment on the cell cycle of glioma T98G cells after 72h of treatment 
with TMZ 100 μM, SVA 0.25 μM, SVA 1.0 μM, or combination of drugs. A. Histograms representative 
of three independent experiments in duplicate. B. Cell cycle phases C. Percentage of fragmented 
DNA. Data expressed as a percentage related to the control group that was considered as 100%. 
Histograms obtained by BD Accuri C6 Software. Considered statistically significant p< 0,01 (**), p< 









3.4   Cell death assay 
 
DNA fragmentation suggests cell death by apoptosis. To confirm the 
mechanism of cell death induced by treatment with TMZ plus SVA in U87MG and 
T98G cells, staining of Annexin-V-FITC / Propidium Iodide (PI) from glioblastoma 
cells was performed, as well as expression levels of Caspase -3 by real-time PCR 
and Western Blot. The Annexin-V-FITC (AV) / Propidium Iodide (PI) labeling of 
U87MG and T98G cells were analyzed using “dot-plot” type graphs (Figura 5 and 6 
A). 
U87MG cells treated with TMZ 100 μM or SVA 0.25 μM, had an increase in the 
percentage of stained cells for AV and AV/PI, reaching7.5% and 42.86% respectively 
(Fig. 5 A and B), as well as caspase-3 expression levels were increased at both 
mRNAs (almost 30-fold) and protein levels (Fig. 5C and D). Treatment with SVA 1.0 
μM increased 66.63% of stained cells with AV and AV/PI, and increased caspase-3 
levels in both mRNA (62.75 fold) and protein. In addition, the combined treatments 
TMZ 100 μM/ SVA 0.25 μM and TMZ 100 μM/ SVA 1.0 μM induced 54.43% and 
72.61% (respectively) of stained cells with AV and AV/PI, and an increase of 
caspase-3 expression at mRNA (43.09 and 82.25 folds, respectively) and protein 
levels. 
In T98G cells we observed an increase of 17.32% after treatment with SVA 1.0 
μM and 45.2% after treatment with TMZ 100 μM/ SVA 1.0μM of stained cells with AV 
and AV/PI (Fig.5 B). 
These results indicate that the combined treatment TMZ plus SVA is effective 
against resistant GBM cells, leading to increased AV and AV/PI stained cells, as well 
as increased expression of caspase-3. Together, these results are indicative of cell 
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Fig. 5. Cell death by apoptosis of U87MG cells after 72h treatment with TMZ 100 μM, SVA 0.25 μM, 
SVA 1.0 μΜ or combination of drugs. A. Histograms representative of the Annexin/Pi labeling assay. 
Three independent experiments in duplicate. Histograms obtained by BD Accuri C6 Software. B. 
Annexin-V-FITC / Propidium Iodide (PI) C. Relative expression of Caspase-3 by real time PCR. D. 
Relative expression of Caspase-3 by Westwern Blot.Considered statistically significant p <0.01 (**), p 
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Fig. 6. Cell death by apoptosis of T98G cells after 72h treatment with TMZ 100 μM, SVA 0.25 μM, 
SVA 1.0 μΜ or combination of drugs. A. Histograms representative of the Annexin/Pi labeling assay. 
Three independent experiments in duplicate. Histograms obtained by BD Accuri C6 Software. B. 
Annexin-V-FITC / Propidium Iodide (PI) C. Relative expression of Caspase-3 by real time PCR. D. 
Relative expression of Caspase-3 by Westwern Blot.Considered statistically significant p <0.01 (**), p 
<0.001 (***), (ANOVA with Tukey). Three independent experiments. 
 
3.5   Gene Expression Assays 
 
MGMT is a protein involved in DNA repair promoting the transfer of a methyl 
group from the O6 position of guanine to the protein at a cysteine residue. Currently, 
it represents one of the most studied molecules in neuro-oncology, mainly because 
of its relation with resistance to TMZ treatment (LEE et al., 2018; HAPPOLD et al., 
2018). 
Based on the results obtained from co-treatment of TMZ plus SVA, we 
decided to analyze if TMZ plus SVA treatment could alter the MGMT level profile, 
potentiating the cytotoxic action of TMZ. 
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To test this hypothesis, MGMT protein levels were analyzed in U87MG and 
T98G cells after 72h of treatment with TMZ (100 μM), SVA (0.25 μM and 1.0 μM) or 
combined treatment (TMZ plus SVA). 
Our results showed an increase in the MGMT protein level in U87MG cells after 
treatment with TMZ 100 μM, and a decrease in the protein level profile after 
treatment with SVA 0.25 μM. Very interesting, after treatment with SVA 1.0 μM and 
combined treatments of TMZ and SVA, the protein levels of MGMT were no longer 
detectable by Western blot (Fig. 7A). 
Therefore, we suggest that SVA can sensitize GBM resistant cells to TMZ 
treatment by downregulation of MGMT protein level. 
In the literature, it has been described that NF-қβ is a transcription factor 
involved in the regulation of MGMT level (CABRINI et al., 2015; HAPPOLD et al., 
2018). Trying to understand how MGMT modulation might be occurring in our model, 
we decided to analyze the expression of this possible transcriptional regulator of 
MGMT, the transcription factor NF-Kβ subunit p65. 
Interestingly, the protein level profile of phosphor-NF-Kβ/ subunit p65 was very 
similar to the level profile of MGMT in U87MG-treated cells. Specifically, after 
treatment with SVA 0.25 μM there was a slight decrease in NF-Kb/p65 level. Already 
when U87MG cells were treated with SVA 1.0 μΜ or combined treatment of TMZ plus 
SVA, we observed an inhibition of NF-қβ protein levels. Together, these data strongly 
suggest that SVA could be inhibiting NF-қβ/p65 activation, thereby inhibiting MGMT 
level (Fig. 7A). 
The pattern of level of phosphor-NF-қβ//subunit p65 in T98G cells were also 
evaluated. After treatment with SVA 1.0 μΜ or combined treatment TMZ 100 μM/ 






Fig. 7. Protein levels of MGMT and phospho-NF-қB/subunit p65 after treatment with TMZ and SVA or 
combinated treatment inglioma cells. A. MGMT and NF-қβ  protein expression levels in U87MG cells. 











4      DISCUSSION 
 
Tumor resistance to chemotherapeutic drugs is one of the major obstacles in 
the treatment of glioblastoma to be overcome even after major advances in therapy 
(CARUSO et al., 2011; CHIARELLI et al., 2015; YOO et al., 2014; KIM et al., 2015; 
OSMAN, 2014; NONNENMACHER et al., 2015). The search for new drugs that may 
improve chemotherapy, or even potentiate its effects is an important point for 
improve the treatment of highly aggressive tumors such as glioblastoma. 
In this work, we investigated the cytotoxic effects of combined treatment of 
simvastatin with the standard chemotherapeutic agent Temozolomide, seeking to 
sensitize the glioblastoma cells to chemotherapy. Simvastatin belongs to the class of 
statins recommended to lower cholesterol levels. Its activity stems from the inhibition 
of the HMG-CoA reductase enzyme, blocking the conversion of the HMG-CoA 
substrate to mevalonic acid, and thus inhibit the first steps of cholesterol biosynthesis 
(LEIRIA; CARVALHO, 2007).   
Several studies using tumor cell lines, including gliomas, have demonstrated 
that simvastatin is able to inhibit cell migration, invasion and proliferation 
(GLIEMROTH et al., 2003; HONGTAU WU,, HAO JIANG, DUNYUE LU, YE XIONG; 
QU, DONG ZHAO, ASIM MAHMOOD, 2009) and lead the cell to death by apoptosis 
(BORAHAY et al., 2014). However, the combined effect of simvastatin with standard 
chemotherapeutic agent for glioblastoma had not yet been investigated. In this work, 
we are the first to demonstrate that simvastatin significantly increases the cytotoxic 
effect of Temozolomide via decrease of MGMT, the main route of repair that 
generates resistance to treatment (WELLER et al., 2010). 
We evaluated the effects of simvastatin in combination with Temozolomide 
using glioblastoma cell lines, U87MG and T98G. We show that the combination of 
SVA and TMZ increases the cytotoxic effect in comparison to isolated TMZ treatment 
of the treatment (Figure 1), decreases colony formation ability (Fig 2), decreases the 
percentage of cells in the G0/G1 phase, accompanied by an increase in the 
percentage of fragmented DNA (Fig. 3 and 4) and cell death by apoptosis (Fig. 5 and 
6). 
Our results are similar to those found in the literature using statins alone or in 
combination, among them simvastatin. Tapia-Pérez et al., (2011), evaluated the 
cytotoxic effect mediated by different statins (lovastatin, simvastatin, atorvastatin, 
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pravastatin, rosuvastatin) in glioma cells (U87MG, U138, LN405), observing a 
decrease in cell viability, and a pronounced apoptotic effect after combination of 
atorvastatin (1.5 μM) and lovastatin (5.0 μM). Oliveira et al., (2017), showed that 
treatment of A172 cells with high concentrations of atorvastatin (10 μM and 20 μM) 
induced decrease in cell viability, migration, proliferation and increase apoptosis. 
Interestingly, we showed some similar effects using much lower concentrations of 
simvastatin, and also after combined treatment TMZ plus SVA these cytotoxic effects 
were potentiated. 
Another work demonstrating the inhibitory effect of GBM cells after treatment 
with statins was published by (WU et al., 2009). These authors show that simvastatin 
inhibits proliferation of U251 and U87MG glioma cells, as evidenced by the colony 
forming assay. In addition, the authors observed cell death by apoptosis evidenced 
by the increase of Caspase-3 protein levels. These studies further emphasize our 
results, which showed a similar but more pronounced effect after treatments with 
SVA 1.0 μM and the combinations TMZ 100 μM/ SVA 0.25 μM and TMZ 100 μM/ 
SVA 1.0 μM. 
The combined use of simvastatin and temozolomide in our study has shown 
promise and is in agreement with other studies using statins as combined drugs. 
Lovastatin, for example, in combination with peryl alcohol inhibited the invasion, 
migration and proliferation of human glioma cells by modulating Ras and Rho 
proteins (AFSHORDEL et al., 2015), as well as the combination of lovastatin with a 
tumor necrosis factor-related apoptosis inducing ligand (TRAIL) resulted in a 50% 
increase in cell death of glioma cells, as well as inhibition of NF-κB pathways and 
increased apoptosis by the inhibition of the Erk/MAPK pathway (LIU et al., 2017). 
More recently, atorvastatin was used in combination with temozolomide by 
significantly improving the efficacy of temozolomide in gliomas both in vitro and in 
vivo, suggesting that inhibition of Ras prenylation leads to inhibition of signaling 
pathways, including Erk, rS6 and eIF4E (PENG et al., 2017).  
Together, these results corroborate the action of statins in the treatment of 
gliomas, and our study reinforces the action of simvastatin in antitumor treatment. 
A recent study evaluated the combined use of temozolomide and zoledronic 
acid (ZOL), which acts as an inhibitor of the mevalonate pathway, in GBM cells 
expressing high levels of MGMT. As expected, glioma cell lines expressing high 
levels of MGMT did not show inhibition of cell growth after treatment with 
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temozolomide alone. However, the combination of temozolomide with ZOL 
significantly reduced cell growth, with concomitant induction of apoptosis and 
activation of Caspase-3. These results suggest that ZOL potentiates TMZ-mediated 
cytotoxicity, inducing the inhibition of growth and apoptosis of TMZ-resistant glioma 
cells, as well as suggesting that ZOL may be modulating the expression of MGMT 
(FUKAI; KOIZUMI; NAKAO, 2014). 
It is well known that TMZ treatment leads to resistance of tumor cells (ZHANG 
F.G. STEVENS; D. BRADSHAW, 2012; LEE, 2016), and that high levels of MGMT 
expression are seen in approximately 40% of all GBMs (LAMMER et al., 1998). It is 
also reported that lower levels of MGMT predict longer GBM survival, particularly 
when TMZ is an early part of therapy. Some studies have shown that patients with 
low MGMT expression and combined treatment with radiation and TMZ had an 
improvement in survival of 21.7 months compared to patients with high MGMT 
expression, where survival was 12.7 months, suggesting that patients with low 
MGMT level presented better prognosis and consequently greater survival (HEGI et 
al., 2005; DAHLROT et al., (2017). 
According to these data, and that simvastatin is also an inhibitor of the 
mevalonate pathway (SCHCHTERR, 2005; MISIRKIC et al., 2012), we decided to 
evaluate the levels of MGMT expression in U87MG and T98G cells after treatment 
with TMZ and SVA. 
Our results are consistent with the literature related to the resistance of T98G 
cells to the chemotherapeutic treatment because they present higher expression of 
MGMT (YOSHINO A et al., 2010). We observed that U87MG (low MGMT level) and 
T98G (high MGMT level) cells responded differently to the treatment proposed in this 
study. U87MG cells were sensitive to treatment with SVA (0.25 μM and 1.0 μM), and 
after the combined treatments (TMZ 100 μM/ SVA 0.25 μM and TMZ 100 μM/ SVA 
1.0 μM) this sensitivity was even higher. The T98G cells showed higher sensitivity 
after the combined treatment of TMZ 100 μM/ SVA 1.0 μM (Fig. 1 and 2). 
Our MGMT data show a decrease in the expression of this protein in U87MG 
cells after treatment with SVA (0.25 μM and 1.0 μM) and in the combined treatments 
(TMZ 100 μM/ SVA 0.25 μM and 1.0 μM) (Fig 7 A). These data corroborate the idea 
that modulation in MGMT expression may be contributing to the improved response 
to temozolomide treatment as we show a possible inhibition of MGMT by simvastatin 
and clearly a higher cytotoxic action after the combined treatments (TMZ plus SVA). 
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The modulation in the expression of MGMT by the action of simvastatin is 
suggested to be related to modulation of nuclear transcription factor kappa B (NF-қβ) 
evidenced by NF-қβ/ p65 labeling in U87MG and T98G cells, as shown in Figure 7 A 
and B. 
Studies show that MGMT level can be activated by NF-қβ/ p65, since within the 
MGMT promoter region there are two putative binding sites for NF-Қβ (CABRINI et 
al., 2015; LAVON et al., 2007). Other studies show that NF-қβ/ p65 can be inhibited 
by the action of statins on cancer cells (SUBOI et al., 2009; LI et al., 2014; LIU et al., 
2017), and that its inhibition leads to inhibition of MGMT (HAPPOLD et al., 2018). 
Further, studies show that inhibition of NF-қβ sensitizes glioma cells to treatment with 
TMZ (LI et al., 2017; HUANG et al., 2012). 
Here, we have shown that treatment of U87MG and T98G cells with TMZ plus 
SVA induces more sensitive of glioma cells in comparison to treatment with TMZ 
alone. This sensitization could be occuring in response to inhibition of NF-қβ/ p65 
with consequent inhibition of MGMT expression. Inhibition of MGMT does not allow 
DNA repair thereby maintaining the O6 position of methylated guanine, leading to cell 
death. A representative schema is indicated in Fig. 8. 
Work published by (TU et al., 2017), showed that simvastatin used in the 
treatment of nucleus pulpose of tissue samples from patients with isiopathic scoliosis 
inhibited interleukin IL-1β involved in the activation of NF-қβ. This inhibition led to the 
suppression of NF-қβ and consequent cell death by apoptosis. These authors also 
showed the inhibition of the activation of the ERK/MAPK pathway by the action of 
simvastatin. In glioma cells, lovastatin also inhibited the activation pathways of NF-қβ 
and ERK/MAPK, inducing apoptosis (LIU et al., 2017). Therefore, in our work we 
evaluated the expression of MAPK p44/42 in U87MG cells, however we did not 






Fig. 8. Diagram of the mechanism proposed in this study showing the possible effects of the combined 
treatment of TMZ and SVA in GBM cells. Simvastatin inhibits the expression of the NF-қβ/ p65 
transcription factor, thus inhibiting transcription of MGMT. Inhibition of MGMT expression sensitizes 








Fig Supplementary 1. Protein level of MAPK P44 / 452 (ERK1 / 2) in U87MG glioma cells. 
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5      CONCLUSION 
 
Our results evidenced a potentiating citotoxic effect of combined treatment TMZ 
plus SVA in human glioma cells U87MG and T98G in comparison to TMZ treatment 
alone. This effect could be mediated by inhibition of the transcription factor NF-Қβ/ 
p65 and MGMT expression levels. 
The combined use of TMZ and SVA, mainly at the concentration of 1.0 μM, has 
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Glioblastoma is the most common tumor of the central nervous system. It 
presents a high migratory and invasive capacity, being this one of the main causes of 
treatment failure and tumor recurrence; consequently, its inhibition has been 
suggested as a therapeutic strategy. Studies show that diferent MMPs are involved in 
the invasive process of tumor cells, including the gliomas, and MMP-2 and MMP-9 
are the most studied and related to the invasive process of these cells. In order to try 
to modulate this migratory and invasive phenotype characteristic of GBM cells, we 
propose to evaluate the effects of treatment with TMZ, SVA and the combination of 
these drugs in U87MG and T98G cells. The migratory capacity of U87MG cells was 
inhibited after treatments with SVA (0.25 μM and 1.0 μM) and also after combined 
treatment with TMZ 100 μM / SVA 0.25 μΜ and TMZ 100 μM/ SVA 1.0 μM. On the 
other hand, only combined treatment with TMZ 100 μM/ SVA 1.0 μΜ effectively 
inhibits the migration of T98G cells. In the U87MG cell invasion assay, we observed 
inhibition in cell invasion over control in all treatments. However, we did not observe 
significant differences between treatments. Regarding the modulation of MMPs and 
their involvement in the invasive process, we showed an inhibition of the activities of 
MMP-2 and MMP-9 in U87MG cells after treatment with SVA 1.0 μΜ and also with 
the combined treatment TMZ 100 μM/ SVA 1.0 μM. In T98G cells, only MMP-2 
activity can be detected, showing that it is inhibited by the combined treatment with 
TMZ 100 μM/ SVA 1.0 μM. The data obtained demonstrate an inhibition of the 
migration and invasion process after treatment with SVA in combination with TMZ, as 
well as an inhibition of MMP-2 activity and MMP-9 after 72h of treatment. The results 
may help in the development of combination therapies to increase the anticancer 













Gliomas are tumors of glial origin with high invasive capacity, a characteristic 
that often renders ineffective treatment, generating resistance and tumor recurrence. 
The invasive process of these cells triggers the synthesis and secretion of several 
proteases such as cysteine, serine and metalloproteinases, to selectively degrade 
extracellular matrix (ECM) components, as well as to maintain the microenvironment 
favorable to the survival of tumor cells (RAO, 2003). 
The Extracellular Matrix (ECM) is a dynamic environment that plays an 
extremely important role in the regulation of cellular functions during normal and 
pathological processes of remodeling, such as embryonic development, tissue repair, 
inflammation, tumor invasion and metastasis (LEIGHT; DRAIN; WEAVER, 2017). 
Several studies have found that the expression of matrix metalloproteinases MMP-2 
and MMP-9 are increased in gliomas in comparison to normal brain, correlating with 
tumor grade and progression (HANNANN et al., 2012; FORSYTH et al., 1999; WAN 
et al., 3003). The use of MMP inhibitors shows a decrease in invasion, tumor growth 
and angiogenesis (GABELLONI et al.,2010; WANG et al., 2003). 
In the literature, it has been described that inhibitors of MMP-2 enhances the 
action of TMZ on tumor cells, inhibiting invasive processes and the viability of the 
cells (GABELLONI et al.,2010). 
Studies have also shown that the action of SVA is capable of inhibiting the 
activity of MMPs (MMP-2 and MMP-9) in tumor cells both in vitro and in vivo (LIU et 
al., 2013; FALCONE et al., 2013). 
In the presente study, human glioma cell lines were treated with TMZ alone or 
in combination with SVA and their potencial efficacy in inhibiting the migration, 
invasiveness and the proliferation of the human glioblastoma cells were evaluated. In 










2 MATERIALS AND METHODS 
2.1   Cell culture 
  
 The U87MG and T98G human glioma lines (Acquired by ATCC), were kindly 
provided by Professor Mari C. Sogayar, University of São Paulo, and cultured in 
DMEM culture medium supplemented with 10% fetal bovine serum and 25 μg/ml 
gentamicin (Gibco). Cells were grown at 37ºC in a humid atmosphere containing 5% 
CO2 and maintained at approximately 80% confluency. 
 
2.2 Cellular treatment 
 
Human glioma cells were treated with 100μM TMZ (Sigma Aldrich) and SVA 
(Merck Sharpe and Dohme) at concentrations of 0.25 μM and 1.0 μM for 24 or 72h. 
The control group was treated with DMSO and Ethanol (vehicles of TMZ and SVA, 
respectively). 
 
2.3    Migration assay in vitro 
 
U87MG and T98G cells were plated in a 96-well plate and incubated for 24h. 
After this time, the culture medium was removed, and the wells washed with PBS. 
After washing, mitomycin (20 μg/mL) was added following incubating for 15 min at 37 
°C, and with a 200 μL tip a continuous risk for the removal of adherent cells were 
performed. Each well was then washed once with PBS for the removal of cell debris. 
After the cells were washed with PBS, and the different treatments were added for 
24h. Images were collected from 0h to 24h in inverted microscope Incucyte - 
EssenBioscience, 4x magnification, one photo per hour. The analyzes were 
performed by measuring the area of risk in arbitrary units (ua) in the images using 
ImageJ software (ABRÀMOFF; MAGALHÃES; RAM, 2004), and the Movie Maker 







2.4   Invasion assay in vitro 
 
The invasion assay in vitro was performed using MATRIGEL®-coated Transwell 
™ type inserts (BD BioCoat Matrigel Invasion Chamber, BD Bioscience). U87MG 
cells (1x104 cells) were plated on the upper surface of the porous membrane of the 
insert in 300 μL DMEM without SFB medium, and in the container below the insert 
500 μL of DMEM 50% SFB medium was added. After 4h, the treatments were added 
in 200 μL to complete the final volume of 500 μL. After 24h the cells were fixed for 40 
min in 2% PFA, washed twice in PBS, permeabilized for 2 min in absolute methanol, 
washed twice in PBS. Cells were then labeled with phalloidin (ActinGreen-Life, 1 
drop/ml) (cytoskeleton labeling) and DAPI (Dilution 1: 1000) (core labeling) in PBS 
solution, 0.01% saponin for 40 minutes, and washed twice with PBS. The images 
were analyzed by the MetaSystems program and the number of cells per mm2 was 
determined by the Fiji program.  
 
2.5    Evaluation of MMPs by Zimography 
 
U87MG and T98G cells (1x106 cells) were plated in 100mm plates. The 
conditioned media from the cells treated with TMZ and SVA for 24h and 72h were 
fractionated by electrophoresis on vertical gels containing 10% polyacrylamide - 
SDS, co-polymerized with the substrate of these enzymes, 0.1% gelatin Type A, 
(Sigma-Aldrich). After electrophoresis, the gels were washed with stirring at room 
temperature with 2.5% Triton X-100 aqueous solution, for 1h. After washing, these 
gels were incubated at 37° C in a solution containing 50 mM Tris buffer (pH 8.5) and 
10 mM CaCl2 for 48 h for enzyme action on the substrate. The gels were stained in 
Coomassie Blue R-250 solution (Sigma-Aldrich) for 30min and destained until the 
best contrast was obtained for visualization of the formed bands in aqueous solution 
of 40% Methanol (Merck) and 10% acetic acid (Merck) (Leber and Balkwill, 1997; 
Troeberg and Nagase, 2003). Gelatinolytic activity was visualized by the formation of 
non-stained bands with Cooomassie, indicating degradation of gelatin in that portion 
of the gel. The intensity of each band was quantified by densitometry, using the 
ImageJ (NIH) computer program, and normalized by the number of cells after the 




3      RESULTS 
 
3.1   Cell Migration 
 
U87MG and T98G cells were treated with the different compounds (item 2.2) 
after the withdrawal of a cell gap. In this way, it forces the cells to migrate to the site 
without adhering cells. After 24h of treatment, we observed an inhibition in the 
migration of U87MG cells of 35.46, 44.62, 57.12 and 66.26% after treatment with 
SVA 0.25 μM, SVA 1.0 μM, TMZ 100 μM/ SVA 0.25 μM and TMZ 100 μM/ SVA 1.0 
μM, respectivelly, when compared to the control condition. Treatment with only TMZ 
100 μM showed no inhibition in cell migration. When we compared TMZ 100 μM/ 
SVA 0.25 μM and TMZ 100 μM/ SVA 1.0 μM with the standard chemotherapy 
treatment TMZ 100 μM, we observed an inhibition in cell migration of 43.77% and 
52.91%, respectively (Fig. 1 A and B) 
In addition, T98G cells were also treated with different compounds (item 2.2), 
and interestingly only the combined treatment of TMZ 100 μM/ SVA 1.0 μM showed a 
significant reduction in migration potential when compared to control and isolated 






Fig. 1. Effects of TMZ and SVA treatment on the cell migration of glioblastoma cells. A. Image 
representative of U87MG cells treated or combined treatment of TMZ/SVA. Vertical bars indicate 
region of cell removal. B. Migrating percentage of U8MG cells after different treatments C. Image 
representative of T98G cells treated for 24h with TMZ 100 μM, SVA 0.25 μM, SVA 1.0 μM orcombined 
treatment of TMZ/SVA. D Migrating percentage of T98G cells after different treatments. The black line 
represents the space in the period of 0h. Values expressed as % of cell migration. Considered 
statistically significant p< 0,05 (*), p< 0,01(**) e p< 0,001 (***), (One-Way ANOVA with Tukey). Three 






3.2    Cell invasion  
 
Invasive growth is a common feature of gliomas, limiting all therapeutic 
strategies to date. GBM cells infiltrate aggressively, invading normal brain tissues 
and along vascular pathways. This high invasive ability of gliomas is a constant 
problem in the treatment becoming an important target of study to improve the 
therapy of this type of tumor (CAFFO et al., 2013; CARUSO et al., 2011; PAW et al., 
2015). 
In this work we evaluated the invasive capacity of U87MG cells after 24h of 
treatment with TMZ 100 μM, SVA 0.25 μM and 1.0 μM or combined treatment TMZ 
100 μM/ SVA 0.25 μM and TMZ 100 μM/ SVA 1.0 μM. 
The invasive capacity of U87MG cells after the different treatments was 
inhibited in relation to the control. In figure 2 (A and B) we can see the number of 
cells that invaded/mm2. After treatment with TMZ 100 μM, we observed a cell 
invasion of 3.33 cells/mm2. In the treatment with SVA 0.25 μM invasion was 4.90 
cells/mm2. The isolated treatment of SVA 1.0 μM invasion was 1.96 cells/mm2, and 
the combined treatment of TMZ 100 μM/ SVA 0.25 μM 3.86 cells/mm 2. Invasion after 
treatment with the combination of TMZ 100 μM/ SVA 1.0 μM was 1.56 cells/mm2. 
Inhibition of invasiveness was equivalent among all treatments, with no significant 
difference between them, only in relation to the control. 
As control of this experiment we performed a cell migration assay using the 
same transwell system (without coating with extracellular matrix), in order to analyse 
the migration ability of glioma cells. As a result, U87MG cells did not alter their 






Fig. 2. Action of TMZ and SVA treatment in the cellular invasion of U87MG cells after 24h of 
treatment. A. Representative images obtained from a Scanners Scanner and analyzed by the ImageJ 
program. The images were captured at an increase of 1000μm.Control. B. Invasive cells after 
treatment with TMZ 100 μM, SVA 0.25 μM e 1.0 μM, or combined treatment. Nuclei were visualized 




3.3   Activity of MMPs 
 
During the invasive process the glioma cells alter their form and their volume to 
be able to move in reduced spaces, including the extremely small spaces in the brain 
(CUDDAPAH et al., 2014). Invasive glioma cells are also capable of interacting with 
various components of the Extracellular Matrix (ECM), and thus be able to cross it 
(FRIEDL; ALEXANDER, 2011). Glioma cells must be able to traverse the ECM by the 
degradation of extracellular matrix proteins in order to create a pathway for invasion. 
Studies show the involvement of matrix metalloproteinases (MMPs) in this 
degradation, and that these are highly expressed in several types of cancer cells 
(PAW et al., 2015). Therefore, it is not surprising that mechanisms that promote GBM 
invasion also regulate the expression of several MMPs (KOUL et al., 2001; 
KUBIATOWSKI et al., 2001; LEE et al., 2013). 
Considering that the invasive capacity of U87MG cells would be related to the 
action of MMPs, we evaluated the activity of MMP-2 and MMP-9 in glioma model 
after 24h and 72h of TMZ, SVA or combined treatment TMZ plus SVA. 
Our results show that decrease in MMP-2 and MMP-9 activity in conditioned 
culture-medium derived from U87MG cells after treatment with 1.0 μM SVA, and also 
after combined treatment of TMZ 100 μM/SVA 1.0 μM (Figure 3 A and B). In T98G 
cells the activity of MMP-9 could not be detected by the zymography technique. 
However, a decrease in MMP-2 activity was observed in conditioned culture-medium 
derived from T98G cells after combined treatment of 100 μM TMZ/SVA 1.0 μΜ (Fig. 
3 A and C). 
After 24h incubation of the cells, it was not possible to observe the presence of 
MMPs in any condition, including the control, both cell lines (data not shown). 












Fig. 3. Inhibition of MMP activity in Glioma cells after 72h of treatment with 100 μM TMZ, SVA 0.25 
μM, SVA 1.0 μM, TMZ 100 μM/ SVA 0.25M, TMZ100 μM/ SVA 0.25 μM. A. Presence of MMP-2 and 
MMP-9 in U87MG and T98G cells. Illustrative image obtained by the zimography technique. B. 
Relative activity of MMP-2 in U87MG and T98G cells. C. Relative activity of MMP-9 in U87MG cells. 
This assay was performed in experimental duplicate. 
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4    DISCUSSION 
 
One of the characteristics of glioblastomas is its high invasive and proliferative 
capacity, making its treatment difficult, leading to tumor recurrence (PIKINGTON E J, 
et al 1997). The ability of malignant cells to invade other tissues and organs is a 
characteristic often related to an unfavorable prognosis in tumors. Proteolytic 
enzymes are of fundamental importance in tumor progression because they allow the 
access of tumor cells to the vascular and lymphatic systems, establishing routes for 
tumor dissemination (NABESHIMA et al., 2004; SAKATA et al., 2007; GOMES et al., 
2009). 
The invasive process involves the degradation of extracellular matrix (ECM) 
components by proteinases and/or proteinase activators including matrix 
metalloproteinases (MMPs), favoring the opening of routes for neoplastic cells to 
reach other more distant organs (HAYASHIBARA et al., 2002; SAKATA et al., 2007; 
JOBIM et al., 2008; PIKINGTON et al., 1997), allowing its penetration and infiltration 
(HIRATSUKA et al., 2002; GOMES et al., 2009). 
Among these proteases, matrix metalloproteinases type 2 and 9 (MMP-2 and 
MMP-9) play a key role in tumor mass expansion because they have the ability to 
degrade almost all components of ECM in the brain, and their expressions are 
increased proportionally to aggressiveness of the tumor (NAKADA; OKADA; 
YAMASHITA, 2003; HANAHAN; WEINBERG, 2011; CHERRY et al., 2014; MARÍN-
RAMOS et al., 2018; HAGEMANN, 2012). 
In this work we show the modulation of the migratory and invasive phenotype of 
U87MG and T98G glioblastoma cells after combined treatment with TMZ and SVA. 
Inhibition of migration and invasion in U87MG cells was observed, especially in the 
treatment with SVA 1.0 μΜ and in the combined treatments. On the other hand, a 
slight decrease in T98G cell migration was observed only after combined treatment 
of TMZ 100 μM/ SVA 1.0. 
Bayat et al., (2016) and Afshordel et al., (2015) showed the action of statins on 
the invasive and migratory phenotype of glioma cells, evidencing the loss of ability of 
glioma cells to invade and migrate after treatment with different statins in 
concentrations of 1.0, 5.0 and 10 μM, alone or in combination.  
A similar result was observed by Wu et al., (2009), where a decrease in the 
migration of U251 and U87MG human glioma cells treated with different 
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concentrations of SVA (1,0, 5,0 e 10 μM) was observed after 24h. SVA decreased 
not only the migration, but also the proliferation of these cell lines. Gliemroth et al., 
(2003) also observed a decrease in cell migration in U87MG human glioma cells 
dependent concentration of SVA after 4 days of treatment.  
These data together show that our results are very interesting and promising 
since using simvastatin in action combined with TMZ at much lower concentrations 
(0.25 μM e 1.0 μM), significantly inhibited the migration of U8MG and T98G cells, and 
a slight but significant inhibition of invasion when compared to untreated U87MG and 
T98G cells. 
We also observed the inhibition of MMP-2 and MMP-9 activities after the 
combined treatment of TMZ and SVA in U87MG cells, however, in T98G cells only 
MMP-2 was detectable (Fig. 3).  
Due to its extracellular marbling degradability and confirmed positive regulation 
in tumors, MMPs have been related to invasiveness (BJÖRKLUND; KOIVUNEN, 
2005; FINGLETON, 2006). High concentrations of MMP-2 and MMP-9 were 
significantly elevated in tumor patients, being suggested as a diagnosis and marker 
of poor prognosis (COLOTTI et al., 2007; PATEL et al., 2011;TURPEENNIEMI-
HUJANEN, 2005; LIU et al., 2013; LIU et al., 2010; SBARDELLA et al., 2012). 
Porter et al., (2002), show that simvastatin inhibits the invasion of human 
vascular smooth muscle cells, and this inhibition is in association with the inhibition of 
MMP9. Thus, it appears that statins can inhibit the invasion not only by inhibiting 
migration, but also by inhibiting the activity of MMPs. Interestingly, these data are 
supported by clinical studies reporting that pravastatin decreases serum levels of 
MMP-9 in hypercholesterolemic patients (KALELA et al., 2001). 
Simvastatin also has the ability to inhibit migration and invasion in 
osteosarcoma cells by negative regulation of MMP-2 and 9 expression, in addition to 
inducing apoptosis by inactivation of the PI3K/Akt signaling pathway (WANG et al., 
2016).  
The use of SVA in a melanoma model revealed an inhibition of MMP9 activity 
on these cells by the inhibition of RHoA and NF-қβ (KÖNNECKE; BECHMANN, 
2013; KIM et al., 2016). In addition, data from the literature show that the modulation 
of MMPs may be related to the modulation of the signaling pathway ERK1/2, MAPK 
and PI3K / AKT, important in the process of cell migration and proliferation (ZHUANG 
et al., 2008; KIN et al., 2016; (MAEDA et al., 2016). Our data show a slight decrease 
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in the expression of MAPK P44/42 (ERK1 / 2) in U87MG glioma cells after treatment 
with SVA alone and combined with TMZ (Fig. Supplement 1). Our data together 
suggest that the inhibition of migration and invasion of U87MG and T98G cells may 
be closely associated with inhibition of MMPs 2 and 9 activities by the action of SVA, 
since the action of TMZ on the glioma cell does not appear to modulate the 
expression of MMPs (SUZUKI et al., 2017), corroborating our results that showed no 
change in any MMP when glioma cells were treated with only TMZ. 
Taking into account the action of statins on the inhibition of the mevalonate 
pathway, the consequent inhibition of the prenylation of proteins important for tumor 
balance, the modulation of the important MMPs in the invasion and cell migration, the 
combined use of TMZ and SVA becomes promising against high-grade glioma cells. 
However new trials need to be performed to confirm our data, as well as the adjuvant 












































































Fig Suplementar 1. Action of TMZ and SVA treatment in the cellular invasion of U87MG cells after 
24h of treatment. A. Representative images obtained from a Scanners Scanner and analyzed by the 
ImageJ program. The images were captured at an increase of 1000 μm.Control. B. Migration cells 
after treatment with TMZ 100 μM, SVA 0.25 μM e 1.0 μM, or combined treatment. Nuclei were 





5    CONCLUSIONS 
 
The combined treatment of TMZ and SVA has shown promise in a human 
glioma model, inhibiting cell migration and invasion, with concomitant inhibition of the 
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4 DISCUSSÃO FINAL 
 
Os glioblastomas são tumores do SNC altamente agressivos, invasivos e 
resistentes ao tratamento padrão (RAMÃO et al., (2012). A busca por novas terapias 
que possam superar esses fenótipos é intensa e constante (CARUSO et al., 2011). 
Nesta busca, propõe-se o uso de estatinas na terapia antitumoral, uma vez que vem 
se mostrando promissora, com ação isolada ou em combinação com outros 
fármacos (OLIVEIRA et al., 2018). 
Assim, o objetivo do nosso trabalho foi determinar a ação citotóxica da SVA 
(0,25 μM e 1,0 μM) e seu uso combinado com TMZ (100μM) em células de 
glioblastoma humano. 
Ao longo do nosso trabalho destaca-se que células de glioblastoma humano, 
U87MG e T98G, são mais sensíveis ao tratamento com TMZ após tratamento 
combinado com SVA. Mostramos uma diminuição na viabilidade celular, ativação de 
caspase-3 e morte celular por apoptose, potencialmente modulados pela inibição do 
gene de reparo MGMT pela ação da SVA. 
Recente trabalho mostra os efeitos do tratamento de células de glioblastoma 
A172 tratadas com Atorvastatina (ATOR) isolada ou em conjunto com TMZ em 
células de Glioma A172. As células A172 foram tratadas por 48h com ATOR (10μM), 
TMZ (500μM) ou em conjunto. Os autores observaram um decréscimo na viabilidade 
celular na presença de ATOR, TMZ ou a combinação. Também a capacidade 
migratória destas células foi inibida de forma similar após todos os tratamentos. 
Interessantemente, a morte celular por apoptose foi 5x maior no tratamento 
combinado em comparação ao tratamento isolado. Este resultado sugere um efeito 
potencializador no tratamento combinado de ATOR com TMZ (OLIVEIRA et al., 
2018). 
Nosso estudo segue esta mesma idéia da ação de estatinas para potencializar 
a ação da TMZ publicada por Oliveira et al., (2018). O interessante do nosso 
trabalho é que mostramos os efeitos citotóxicos da combinação de TMZ e SVA, 
utilizando concentrações muito mais baixas de ambos os compostos; a TMZ foi 
utilizada numa concentração muito próxima da encontrada nos níveis plasmáticos de 
pacientes (de 80 à 100μM) e SVA também em baixas concentrações bem próximas 
da concentração plasmática encontrada em pacientes que tratam 
hipercolesterolemia (0,25μM). Nossos resultados mostram claramente que o 
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tratamento combinado promove uma ação potencializadora dos efeitos citotóxicos 
da TMZ em ambas as células U87MG e T98G. Vale destacar ainda que as linhagens 
utilizadas em nosso estudo são mais resistentes ao tratamento com TMZ do que 
células A172 (descritas por Oliveira et al., (2018). A combinação de TMZ e SVA em 
células A172, como pode ser observado na figura suplementar 1, são muito mais 
sensíveis ao tratamento com TMZ isoladamente, e esse efeito é potencializado pela 
ação da SVA. Desta forma nossos resultados evidenciam o potencial promissor de 
uma estratégia terapêutica utilizando a combinação de TMZ e SVA no tratamento de 
gliomas de alto grau. 
Interessante, trabalho publicado por Fukai et al., (2014), mostra a ação do 
ácido zoledrônico (ZOL), em combinação com TMZ em células de glioma humano 
que apresentam alta expressão de MGMT, gene relacionado a resistência tumoral. 
Neste trabalho os autores sugerem que a ação da TMZ é potencializada após 
tratamento combinado com ZOL, e que um possível mecanismo de ação sugerido 
pelos autores é que ZOL inibe a ativação de Ras/Rho e sua sinalização a jusante, 
como MAPK/ERK1/2 e Akt, que são frequentemente ativados em gliomas malignos e 
suprimem a citotoxicidade da TMZ. Além disso, os autores sugerem que a 
potencialização da ação da TMZ ocorre pela regulação negativa da expressão do 
gene MGMT. 
Em nosso trabalho, mostramos que a SVA diminuiu os níveis protéicos de 
MGMT em células U87MG e T98G, principalmente após os tratamentos combinados. 
A sinvastatina faz parte da classe das estatinas usadas no tratamento do 
colesterol, com ação antitumoral através da inibição da formação de derivados 
isoprenóides, como proteínas farnesiladas (Ras). Ras é importante na ativação das 
vias PI3K/AKT, MAPK - ERK1/2, e na ativação do fator de transcrição NF-қβ, que 
estão associados à processos de crescimento, diferenciação e sobrevivência de 
células tumorais (DAMMANN; KHARE; GASCHE, 2014; HE; HUYNH, 2015). 
Trabalho publicado por Caporali et al., (2012), mostra que tratamento com TMZ 
aumenta a atividade de transcrição de NF-қβ, pela ativação da via AKT e que a 
inibição de NF-қβ, aumentou a ação da TMZ, sugerindo que inibidores de AKT/NF-қβ 
poderiam potencializar a ação da TMZ. A atividade de NF-қβ está diretamente ligada 
a expressão de MGMT, um gene que garante a resistência de células tumorais 
tratadas com agentes alquilantes. Na sequência promotora de MGMT existem dois 
sítios de ligação específicos para NF-қβ/p65, que quando ativo, aumenta a 
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expressão de MGMT na célula (LAVON et al., 2007; CABRINI et al., 2015). Essas 
informações nos remetem a pensar que células tratadas com TMZ, aumentam a 
ativação de NF-қβ, consequentemente aumentam a expressão de MGMT, tornando 
a célula resistente ao tratamento. Na literatura já foi descrito a inibição genética ou 
farmacológica da atividade de NF-қβ/p65, diminuiu a expressão de MGMT, 
aumentando consideravelmente a quimiossensibilidade da TMZ tanto in vitro, como 
in vivo (YU et al., 2018). 
Estes dados em conjunto com nossos resultados, suportam a ideia que a SVA, 
poderia estar inibindo a ativação de NF-қβ/p65, em função na inibição de Ras pela 
via do mevalonato, e assim diminuindo a expressão de MGMT, potencializando a 
ação da TMZ. Além disso, foi visto que SVA, inibe a translocação de NF-қβ para o 
núcleo, inibindo sua ação transcricional, levando a uma série de eventos que 
culminam na morte celular por apoptose (TU et al., 2017). 
Também, alguns estudos sugerem a modulação de MGMT pela ação de alguns 
miRNAs. Esta modulação de MGMT pela ação da sinvastatina nas células do glioma 
ainda não está clara, mas alguns estudos sugerem a modulação de MGMT pela 
ação de miRNAs (miR-181d, miR-181d-5p, miR-409-3p, miR-767.3p, miR-221, miR-
222, mir-603 e miR-648) que podem degradar o mRNA de MGMT, ou inibir a 
tradução desta proteína. Além disso, foi observado que células altamente resistentes 
como células T98G, na presença destes miRNAs citados como envolvidos na 
modulação de MGMT, elas passam a responder melhor ao tratamento com TMZ, 
sugerindo que a modulação de MGMT por esses miRNAs aumenta o efeito 
citotóxico dos quimioterápicos (KREBS, C.; WEINBERG, J.; AKESSON, 
2013;CABRINI et al., 2015;KHALIL et al., 2016). 
Na literatura atual encontramos estudos mostrando a ação das estatinas contra 
na modulação de miRNAs, como a lovastatina, que aumenta a expressão do miR-
33b, que por sua vez diminui a expressão de c-Myc, além de reduzir a proliferação 
celular (TAKWI et al., 2012). Outro exemplo do estudo é a ação da atorvastatina na 
modulação dos miRNAs, que pode potencializar a expressão do miR-182, inibindo a 
proliferação celular e induzindo a autofagia (PENG et al., 2013). No entanto, não 
encontramos na literatura dados que mostrem a ação da sinvastatina ou outras 
estatinas na modulação dos miRNAs que já foram descritos com a capacidade de 
modular os níveis de MGMT. Mesmo os dados não sendo suficientes, não podemos 
descartar essa hipótese, e essa informação é extremamente importante para que 
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mais estudos sejam realizados para avaliar a modulação dos miRNAs pela 
sinvastatina e uma possível modulação de MGTM. 
Também em nosso trabalho mostramos a ação do tratamento com TMZ, SVA e 
suas combinação, na inibição da capacidade migratória e invasiva de células 
U87MG e T98G, bem como alteração na atividade de MMP 2/9, que estão 
diretamente envolvidas neste processo invasivo.  
Nossos resultados destacam uma maior inibição da migração de células 
U87MG e T98G principalmente após os tratamentos combinados. Mostramos 
também uma inibição da invasão de células U87MG quando comparadas ao 
controle. Ainda, mostramos a inibição da atividade de MMP-2 em células U87MG e 
T98G e MMP-9 em células U87MG. A partir destes resulados sugerimos que a SVA 
apresenta uma ação inibitória na migração e invasão celular, potencializando esses 
efeitos com a combinação TMZ, bem como apresenta a capacidade de inibir a 
atividade de MMPs. 
Algumas estatinas já foram descritas envolvidas no processo de inibição da 
migração e invasão em células de glioma, como a Lovastatina que diminuiu a 
migração e invasão em células U343 e U87MG (AFSHORDEL et al., 2015), e a 
sinvastatina que inibiu a migração de células U251 e U87MG (WU et al., 2009). 
Gallelli et al., (2014), mostrou que a SVA inibe a fosforilação de ERK1/2, inibe a 
ação NF-қβ e modula negativamente a expressão de MMP-2 e MMP-9. Ainda, 
estudo com Lovastatina em células de glioma, leva a célula a morte por apoptose via 
inibição de NF-қβ e inibição da via MAPK/Erk (LIU et al., 2017). 
Em nosso manuscrito I, mostramos a inibição de NF-Қβ/p65 a nível proteico, 
sugerindo uma possível inibição pela ação da SVA. Esta inibição poderia estar 
envolvida também na expressão de MMP-2 e MMP-9, não avaliadas neste estudo, 
mas que poderia estar relacionada a diminuição destas MMPs após tratamento com 
SVA.  
Sun et al., (2014), relaciona o fenótipo invasivo de células de glioma humano 
com o aumento na expressão de MMP-3 e que a regulação negativa de NF-қβ leva a 
uma diminuição na expressão desta MMP com consequente inibição da migração e 
invasão.  
Destaca-se também que em estudo com modelo de melanoma a sinvastatina 
leva a inibição da prenilação de Rho e atividade de NF-қβ, podendo estar envolvidos 
na modulação de MMP-9 (MAEDA et al., 2016). Ainda, encontramos descrito na 
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literatura, que a modulação de MMPs pode estar relacionada com a modulação da 
via de sinalização ERK1/2, MAPK e PI3K/AKT, importante no processo de migração 
e proliferação celular (ZHANG et al., (2005); WU et al., 2008; KIM et al., 2016; 
MAEDA et al., 2016). 
Em relação à ação de microRNAs, estudo mostra que miR-143 está 
diretamente relacionado a supressão do tumor via inibição de Ras. A 
superexpressão de miR-143 diminuiu a expressão de Ras, inibindo a sinalização 
PI3K/AKT, MAPK/ERK, levando a um acúmulo de NF-қβ/p65 não ativo, no 
citoplasma das células de glioma; como resposta houve a inibição da migração 
celular, invasão e angiogênese tanto in vitro como in vivo (WANG L, et al, 2014). 
Neste mesmo estudo, as células tornaram-se sensíveis ao tratamento com TMZ 
(WANG et al., 2014). Outro microRNA com foco terapêutico é o miR-129-5p, que 
atua na inibição da via PKC/ERK/NF-Kb e JNK em células de glioma, bloqueando 
migração, invasão e angiogênese (ZENG et al., 2018).  
Diante dos dados apresentados mostra-se que o mecanismo de ação citotóxico 
do tratamento combinado de SVA com TMZ em células de glioma humano é 
complexo, porém bastante interessante e sugere-se que essa combinação 
terapêutica é promissora para estudos em modelos de glioma. Levando em 
consideração todos os dados apresentados da literatura em conjunto com os 
resultados observados neste trabalho sugerimos um possível mecanismo de ação 










Figura 6: Vias de sinalização mediadas por SVA que poderiam estar contribuindo para a 
potencialização do efeito citotóxico induzido por TMZ em células de glioblastoma humano. 
Sinvastatina inibe a HMG-CoA, inibindo consequentemente a prenilação de proteínas importantes na 
ativação das vias de sinalição Ras/Rho, importantes para a manutenção das células tumorais. A 
inibição da via Ras/Rho desencadeia a ativação de caspase 3, levando a morte celular por apoptose. 
A inibição da atividade de PI3K/AKT e MEK/ERK 1 – 2, leva a inibição da expressão do fator de 
transcrição NF-қβ/p65, levando a inibição de MGMT e assim sensibilizando a célula à ação citotóxica 
da TMZ. A inibição das vias PI3K/AKT e MEK/ERK 1 – 2 e NF-қβ, também parecem entar envolvidos 
na inibição de MMP-2 e 9, inibindo a invasão e migração de células de glioma. Por último, a ação de 
possíveis miRNAs, modulados por SVA, poderiam estar atuando tanto no nível transcricional como 
proteico, na inibição das MMPs, do fator de transcrição NF-қβ e também na expressão de MGMT, 
aumentando a citotoxicidade da TMZ, bem como inibindo a migração e invasão celular pela 






































































Fig Suplementar 1. Evaluation of MTT cytotoxicity in A172 cells after treatment  with TMZ, SVA or 
combined treatment for 72h. Percentage of cytotoxicity of each treatment: TMZ 100 μM= 52,72%, SVA 
0.25 μM= 52%, SVA 1.0 μM= 70,27%, TMZ 100 μM/ SVA 0.25 μM= 63,13% e TMZ 100 μM/ SVA 1.0 






















5. CONCLUSÃO FINAL 
 
Os efeitos do quimmioterápico TMZ foram potencializados pela ação da SVA, 
levando a uma sensibilidade maior das células U87MG e T98G ao tratamento 
combinado. Sugere-se que o aumento da citotoxicidade observado pode ser uma 
resposta a inibição da ação de MGMT pela SVA, via modulação de NF-қβ. 
Os tratamentos com TMZ, SVA e a combinação desses compostospromoveu 
uma inibição na capacidade migratória das células U87MG e T98G, em maiores 
níveis após o tratamento combinado. A capacidade invasiva de células U87MG 
também foi inibida após os tratamentos com concomitante modulação na atividade 
de MMP-2 e 9. 
De maneira geral o tratamento combinado de TMZ e SVA se mostrou efetivo e 
promissor, principalmente o tratamento TMZ 100μM/ SVA 1,0 μM em ambas as 
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